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Titre : Extension du spectre mutationnel des gènes ITGA2B-ITGB3 et corrélation génotype-
phénotype dans la thrombasthénie de Glanzmann 
 
Résumé : La thrombasthénie de Glanzmann (TG) est une maladie autosomique récessive liée à un 
déficit quantitatif et/ou qualitatif de l’intégrine αIIbβ3, principale glycoprotéine présente à la surface 
des plaquettes. Ce complexe sert de récepteur au fibrinogène plasmatique, permettant ainsi aux 
plaquettes de s’agréger entre-elles. Notre étude visait à caractériser les anomalies génétiques 
responsables de TG chez 76 familles d’origine différente. Les signes hémorragiques présentés par 
les patients étaient principalement des épistaxis, des pétéchies, des saignements gastro-intestinaux 
ou des ménorragies. Les mutations présentes dans les gènes ITGA2B ou ITGB3 ont été identifiées 
par séquençage direct. Tous les exons, ainsi que les régions introniques flanquantes, ont été 
étudiées, permettant ainsi d’identifier 78 variations génétiques, dont 57 n’avaient jamais été 
rapportées. Des mutations tronquantes ou de l’épissage étaient présentes dans près de la moitié des 
cas. Les mutations faux-sens représentaient également une forte proportion des anomalies 
moléculaires retrouvées (50% environ). Le caractère délétère de ces mutations a été confirmé par 
l’utilisation de méthodes in silico et/ou in vitro, permettant de caractériser les domaines essentiels à 
la structure et à la fonction des sous-unités αIIb et β3. En termes de corrélation génotype-phénotype, 
notre étude n’a pas permis de mettre en évidence d’association claire entre certaines mutations et le 
syndrome hémorragique présenté par les patients. Cependant, ce travail permet de mieux 
comprendre les mécanismes impliqués dans la structure et le fonctionnement de la principale 
intégrine plaquettaire.  
Mots clés : Thrombasthénie de Glanzmann, Intégrine αIIbβ3, ITGA2B, ITGB3 
 
Title: Mutational spectrum of αIIbβ3 integrin in Glanzmann thrombasthenia and genotype-
phentotype correlation analysis 
 
Abstract: Glanzmann thrombasthenia (GT) is a rare autosomal recessive disorder characterized by 
quantitative and/or qualitative defect of the platelet αIIbβ3 integrin. Naturally occurring mutations in 
ITGA2B or ITGB3 genes are responsible for the disease. Sanger sequencing analysis was applied to 
mutation screening of 83 diagnosed GT patients. 78 different sequence variations were identified of 
which 57 had never been previously described. Among the novel identified mutations, truncative, 
missense and splice site mutations were observed. Therefore, we have identified a spectrum of 
unreported mutations that may be of value to decipher the role of specific regions within αIIbβ3. 
Keywords: Glanzmann thrombasthenia, αIIbβ3 integrin, ITGA2B, ITGB3 
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 Les pathologies plaquettaires d’origine génétique constituent un groupe hétérogène 
de maladies rares. Elles peuvent aussi bien être responsables d’anomalies de la production 
des plaquettes (thrombopénie) que de leurs fonctions (thrombopathie). Ces pathologies 
constituent un modèle pour la compréhension des mécanismes conduisant à l’activation et à 
la production de ces cellules. Les atteintes spécifiques de certaines protéines ont permis de 
mieux comprendre par exemple, comment elles étaient capables d’interagir avec le milieu 
extra-cellulaire ou bien comment elles étaient capables d’être produites correctement. 
La pathologie plaquettaire constitutionnelle la plus fréquente et la mieux connue à 
ce jour reste la thrombasthénie de Glanzmann (TG). C’est une maladie hémorragique 
héréditaire, liée à une anomalie quantitative ou qualitative du récepteur membranaire 
plaquettaire αIIbβ3 impliqué dans l’agrégation des plaquettes [1]. Il s’agit d’une 
thombopathie isolée. En effet, le taux de plaquettes est normal dans cette pathologie. La 
glycoprotéine αIIbβ3 est le récepteur plaquettaire du fibrinogène et d'autres molécules 
d'adhésion, comme le facteur Willebrand, la fibronectine ou la vitronectine [2].  
 Dans le chapitre qui suit, nous rappellerons brièvement comment les plaquettes sont 
produites, ainsi que les différentes étapes de l’hémostase primaire conduisant à l’agrégation 
des plaquettes via le fibrinogène et le récepteur αIIbβ3.  
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1.1 PLAQUETTES SANGUINES ET HÉMOSTASE PRIMAIRE 
 
1.1.1 Plaquettes  
 
Les plaquettes sont des cellules anucléées provenant de la segmentation du 
cytoplasme des mégacaryocytes (Fig. 1). Les mégacaryocytes matures, issus d’un processus 
d’endo-réplications successives de progéniteurs de la moelle osseuse, vont migrer à l’entrée 
des vaisseaux sinusoïdes, et émettre des prolongements cytoplasmiques, qui seront libérées 
dans la lumière des vaisseaux sous l’effet du flux sanguin, produisant ainsi les plaquettes 
[3]. De forme discoïde, les plaquettes présentent un cytosquelette très organisé, constitué de 
nombreux microfilaments et microtubules, leur permettant de changer de forme très 
rapidement après leur activation. Bien qu’elles n'aient pas de noyau, les plaquettes 
possèdent la machinerie nécessaire à la synthèse protéique. 
Leur cytoplasme renferme des granulations de deux types : les granules α, qui sont 
les plus nombreux (20 à 200 par cellule), et les granules denses (2 à 10 par cellule). Ces 
granules contiennent des éléments solubles, qui serviront à l’activation des plaquettes, puis 
à l’amplification du processus d’hémostase.  
Enfin, on retrouve dans les plaquettes, d'autres organelles communes à toutes les 







































Figure 1. (A) Formation de proplaquettes par des mégacaryocytes murins en culture, révélées par 
immunofluorescence de la β-tubuline [3]. (B) Image de microscopie électronique des plaquettes. 
Les plaquettes, de forme discoïde, sont homogènes en taille et leur contenu en granules α est 
également réparti de manière homogène.  
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1.1.2 Hémostase primaire 
 
Le processus d'hémostase comprend l'ensemble des phénomènes qui vont permettre 
l'arrêt d'un saignement après la survenue d’une brèche vasculaire. C'est un phénomène 
localisé, auto-amplifié et auto-regulé, declenché par le contact du sang avec certains 
éléments du sous-endothelium (essentiellement le facteur Willebrand (VWF), les 
microfibrilles de collagène, le facteur tissulaire...). 
Il repose sur trois phases, en théorie successives, mais en réalité intriquées: 
(i) l'hémostase primaire, qui correspond à la formation du clou plaquettaire ; 
(ii) la coagulation, qui aboutit à la formation du caillot de fibrine ; 
(iii) la fibrinolyse qui permet la reperméabilisation du vaisseau après la formation 
du caillot de fibrine. 
 
     Les principaux acteurs de l'hémostase primaire sont: (i) les plaquettes ; (ii) le facteur 
Willebrand (VWF), le fibrinogène ; (iii) les phospholipides anioniques ; (iv) le calcium ; (v) 
l’endothélium et le sous-endothélium. 
Lorsque survient une brèche vasculaire, une vaso-constriction réflexe se produit, qui 
va réduire les pertes sanguines en favorisant les interactions plaquettes-endothélium. 
Ensuite, intervient la formation du clou plaquettaire qui va se faire en trois étapes: 
l’adhésion, l’activation et l’agrégation plaquettaire. 
 
1.1.2.1 Adhésion  
 
Le VWF joue un rôle majeur dans l’interaction plaquettes-vaisseaux. C'est une 
glycoprotéine de haut poids moléculaire, présente sous forme de multimères, synthétisée 
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par les mégacaryocytes et les cellules endothéliales. Le VWF est stocké dans les corps de 
Weibel-Palade des cellules endothéliales, où il est secrété en permanence dans le plasma. 
Sa concentration plasmatique peut physiologiquement augmenter dans certaines 
situations de stress (grossesse, inflammation,…). Lorsque survient une lésion de la paroi 
d'un vaisseau, les plaquettes vont venir adhérer au sous-endothélium : 
- soit par l’intermédiaire du récepteur plaquettaire α2β1 au collagène ; 
- soit par l’intermédiaire du récepteur plaquettaire GPIb-IX-V au VWF. 
 
1.1.2.2 Activation  
 
L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium et la libération d’inducteurs 
physiologiques tels que l'ADP, l'adrénaline, le thromboxane A2 ou la thrombine vont 
déclencher l’activation plaquettaire. 
Sous l'influence de ces stimuli, la transduction du signal d'activation induit des 
modifications biochimiques intra-plaquettaires, dont l'augmentation du calcium 
cytoplasmique. Cette activation entraîne également des modifications morphologiques des 
plaquettes qui vont acquérir une forme sphérique et émettre des pseudopodes. 
Les principaux récepteurs αIIbβ3 vont alors se regrouper à la surface des plaquettes 
pour former des « clusters » et subir des modifications de conformation, qui vont leur 




L’agrégation plaquettaire nécessite du fibrinogène, qui va servir de liaison entre les 
complexes αIIbβ3 des différentes plaquettes. Elle est initialement réversible, puis devient 
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irréversible après consolidation par les molécules libérées des granules (thrombospondine, 
fibronectine,...). 
 
1.3.2.1 Défaut d’agrégation plaquettaire : la thrombasthénie de Glanzmann 
 
L’absence ou la nette diminution de l’agrégation plaquettaire est la caractéristique 
principale de la thrombasthénie de Glanzmann (TG). Cette maladie génétique est liée à une 
anomalie quantitative ou qualitative du récepteur membranaire plaquettaire αIIbβ3 impliqué 
dans l’agrégation des plaquettes. Il existe plusieurs types de TG : les types I, II et les 
variants. Les types I et II présentent des anomalies quantitatives du récepteur αIIbβ3. Dans le 
type I, le déficit est majeur et le récepteur est absent ou n’est présent qu’à l’état de traces 
(<5 %) ; dans le type II, le taux résiduel est de l’ordre de 5 % à 20 %. Les formes variantes 
correspondent essentiellement à des anomalies qualitatives du récepteur, qui est présent à 
des taux proches de la normale. Dans tous les cas, l’anomalie fonctionnelle est la même et 
se traduit par l’incapacité des plaquettes à agréger entre elles. 
Appartenant au groupe des maladies rares, la thrombasthénie de Glanzmann affecte 
moins de 500 patients en France (données non publiées). Les signes cliniques faisant 
évoquer la maladie relèvent [4] : 
•  Soit d’un syndrome hémorragique spontané : purpura, pétéchies et/ou ecchymoses ; 
épistaxis (fréquentes chez l’enfant) ; gingivorragies ; ménorragies ; hématuries ; 
hémorragies gastro-intestinales (plus rares) ou hémorragies intracrâniennes 
(exceptionnelles). 
• Soit d’un syndrome hémorragique provoqué : lésions mineures (plaie de 
section…) ; hémorragies sévères après interventions chirurgicales ; syndrome 
hémorragique grave après un accouchement ; hémorragie intracrânienne après un 
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traumatisme ; hématomes sous-cutanés ou intramusculaires, voire hémarthroses post-
traumatiques (rares). 
La transmission de la maladie se fait selon un mode autosomique récessif. Seuls les 
patients homozygotes ou hétérozygotes composites sont symptomatiques. La TG est 
fréquente au sein de groupes ethniques dans lesquelles il existe une forte consanguinité. En 
France, il s’agit essentiellement des personnes issues de la communauté des gens du voyage 
(Manouches) [5-7]. 
Les anomalies génétiques responsables sont situées au sein de l’un ou l’autre des 
gènes ITGA2B ou ITGB3, localisés sur le chromosome 17, et codant respectivement pour 
les sous-unités αIIb et β3 [8].  
Le diagnostic positif de la maladie repose sur le test d’agrégation plaquettaire réalisé 
avec différents inducteurs, qui retrouve une absence d’agrégation avec tous les agonistes, 
même les plus forts [2] (Fig. 2A). La cytométrie en flux et/ou le Western-Blot permettent 
de mettre en évidence une absence, une diminution ou une anomalie qualitative du 
complexe membranaire αIIbβ3 (Fig. 2B et C). La cytométrie en flux permet également de 
rechercher une anomalie d’activation du complexe après stimulation des plaquettes, grâce 
notamment à un anticorps (PAC-1), qui reconnaît spécifiquement le site de fixation du 
ligand de l’intégrine.  
L’étude génétique par biologie moléculaire est systématiquement proposée pour: (i) 
confirmer le diagnostic de la maladie ; (ii) faciliter la réalisation des études familiales : chez 
les sujets apparentés et porteurs potentiels (détection des hétérozygotes) ; (iii) aider les 
patients dans le choix d’un projet parental : diagnostic prénatal. 
Le traitement de la maladie repose essentiellement, en cas de syndrome 






Figure 2. A) Profil d’agrégation plaquettaire caractéristique d’une thrombasthénie de Glanzmann 
retrouvant un défaut d’agrégation avec les principaux agonistes ; B) Résultat d’un Western-Blott 
retrouvant une absence des deux sous-unités chez le malade ; C) Défaut d’expression du complexe à 
la surface des plaquettes mesurée par cytométrie en flux à l’aide d’anticorps monoclonaux 
reconnaissant différents épitopes. Á noter une expression normale de la sous-unité GPIb, qui n’est 

















1.2 INTÉGRINE αIIbβ3 
 
La glycoprotéine αIIbβ3 appartient à la famille des intégrines, qui sont des récepteurs de 
répartition ubiquitaire dans l’organisme. Les intégrines permettent l’adhésion cellule/cellule 
et cellule/matrice. Elles jouent un rôle important dans la migration, la prolifération [9], la 
différentiation [10] et la survie cellulaire [11]. Elles sont également impliquées dans un 
certain nombre de pathologies telles que les néoplasies et la dissémination métastatique 
[12], la dysimmunité [13], l’ischémie-reperfusion [14], ou encore l’hémostase et la 
thrombose [15].  
On compte environ 100 000 récepteurs αIIbβ3 présents à la surface des plaquettes, 
auxquels viennent s’ajouter, après activation plaquettaire, une quantité équivalente, 
contenue dans les membranes internes de la cellule [16]. Le récepteur αIIbβ3 est relié au 
cytosquelette, et principalement à l'actine. Lorsque les plaquettes s’activent, ce complexe 
est capable de se fixer au fibrinogène, mais aussi à d'autres protéines adhésives comme la 
fibronectine, la vitronectine, ou le facteur Willebrand. Ces quatre molécules ont une 
séquence peptidique commune (Arginine-Glycine-Acide aspartique-Serine = RGDS), par 
laquelle elles sont reconnues. 
 
1.2.1 Gènes ITGA2B et ITGB3 
 
1.2.1.1 Structure, expression et modifications post-traductionnelles 
 
Les gènes ITGA2B et ITGB3 codent respectivement pour les chaînes αIIb et β3 du 
complexe. Ils sont tous les deux situés sur le bras long du chromosome 17. Ils s’étendent 
respectivement sur 17 kb et 90 kb. En dehors de cette proximité génomique, il n’y a pas 
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d’expression coordonnée de ces deux gènes. Le gène ITGA2B comprend 30 exons, alors 
que le gène ITGB3 en compte 15. Ces deux gènes sont très polymorphes, et portent à eux 
deux, 21 antigènes plaquettaires humains (Tableau I). 
Alors que le gène ITGA2B n’est exprimé que dans la lignée mégacaryocytaire, le 
gène ITGB3 a une expression tissulaire plus diverse. En effet, la sous-unité β3 peut 
s’associer à la sous-unité αv pour former le récepteur de la vitronectine.  
L’expression des deux gènes apparaît précocement au cours de la 
mécaryocytopoïèse. La sous-unité αIIb est d’abord synthétisée sous la forme d’un pro-
peptide (forme immature, pro-αIIb) avant de subir des modifications post-traductionnelles 
conduisant au clivage de la sous-unité en une chaîne lourde et une chaîne légère reliées 
entre-elles par un pont disulfure (forme mature, αIIb) [17]. Ces deux entités peuvent être 
facilement distinguées par leur taille sur un western-blot après rupture des ponts disulfures.  
La formation du complexe apparaît précocement après la synthèse de chaque sous-
unité, celles-ci étant liées de manière non-covalente. Chaque sous-unité subit alors une série 
de O- et N- glycosylations dans le réticulum endoplasmique, puis dans l’appareil de Golgi. 
Le complexe est ensuite exprimé à la surface des plaquettes, mais un contingent est 
également présent dans les granules α.     
 
1.2.1.2 Spectre mutationnel des gènes ITGA2B et ITGB3 
 
Á ce jour, environ 200 mutations différentes responsables de TG ont été identifiées 
(Fig. 3), réparties de manière diffuse sur les deux gènes 
(http://sinaicentral.mssm.edu/intranet/research/glanzmann). Soixante pourcent d’entre-
elles correspondent à des mutations d’insertion/délétion, des anomalies de l’épissage, ou  
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Figure 3. Représentation des mutations répertoriées à ce jour au niveau des gènes ITGA2B et 
ITGB3 (D’après, Nurden AT, 2012). 
 
des mutations non-sens. Soixante-dix pourcent des mutations faux-sens identifiées 
concernent environ un tiers des 45 exons codant pour le complexe. 
Les anomalies moléculaires décrites dans la littérature montrent que celles-ci 
peuvent avoir des conséquences variables sur l’expression ou la fonction du complexe 
αIIbβ3. Ainsi, une classification de ces anomalies par rapport au type de déficit observé peut 
être proposée. 
 
Mutations altérant la production de la protéine. Ces mutations entraînent une 
diminution très importante voire une absence totale d’expression de la protéine au sein des 
plaquettes. Ce type inclut essentiellement les mutations non-sens et les mutations induisant 
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Tableau I. Alloantigènes plaquettaires présents sur les gènes ITGA2B et ITGB3. 
 
 
 l’apparition d’un codon stop prématuré par introduction d’un décalage du cadre de lecture 
ou frame-shift (anomalies de l’épissage ou insertion/délétion). L'ARNm muté synthétisé est 
instable et rapidement dégradé, sans qu’aucune synthèse protéique ne soit possible. Dans 
d’autres cas, c’est la protéine anormale produite (mutations faux-sens) qui est instable et 
rapidement dégradée.  
 
Mutations perturbant les modifications post-traductionnelles et/ou le transport intra-
cellulaire de la protéine. De nombreuses mutations altèrent la maturation de la protéine 
et/ou son ciblage vers la membrane plaquettaire. Après formation du complexe, chaque 
sous-unité subit une série de O- et N- glycosylations, survenant dans le réticulum 
endosplasmique et l’appareil de Golgi. En cas de mutations altérant ces modifications, le 
complexe est retenu dans l’un de ces deux organelles. Ainsi, la protéine est soit absente à la 
membrane, soit présente, mais en quantité très réduite.  
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Mutations perturbant la fonction de l’intégrine. Ces mutations, qui sont les plus rares, 
sont le plus souvent situées dans les domaines de liaison du ligand. Les mutations faux-sens 
situées dans ces régions produisent une protéine quantitativement subnormale, mais ayant 
une activité perturbée, empêchant les plaquettes d’agréger entre-elles.  
 
1.2.1.3 Particularités des mutations du site d’épissage  
 
L’épissage exige des séquences conservées, dites « consensus », aux jonctions exon-
intron, ainsi que divers éléments régulateurs exoniques et introniques. Certaines mutations 
pathogènes peuvent perturber l'épissage normal, entraînant une perte de fonction de l'allèle 
concerné. Une erreur d'épissage avec une insertion ou une délétion d’un ou plusieurs 
nucléotides peut perturber le cadre de lecture de l’ARNm. C’est le cas par exemple de la 
mutation « gitane » particulièrement fréquente en France. 
 
1.2.1.4 Mutation gitane 
 
La mutation la plus commune en France est une mutation du site d’épissage 
(c.1544+1G>A) située dans l’intron 15 du gène ITGA2B. Elle est responsable d’un épissage 
anormal survenant 8 pb en amont dans l’exon 15 [18, 19].  Cette mutation est associée à 
une forme de type I de la maladie. Tous les patients atteints de TG issus de la communauté 
des Manouches portent cette même mutation à l’état homozygote [5, 7].  
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1.2.2 Structure du complexe 
 
 
Cet hétéro-dimère est constitué de deux sous-unités : αIIb et β3, liées entre-elles de 
manière non-covalente. On y distingue un grand domaine extracellulaire, un domaine 
transmembranaire, et un court domaine intra-cytoplasmique, impliqué dans l’interaction 
avec les protéines du cytosquelette [20] (Fig. 4). 
 
1.2.2.1 Domaine extracellulaire 
 
Le domaine extracellulaire du complexe comprend la majorité des acides aminés de 
chaque sous-unité. Il est constitué de plusieurs sous-domaines comprenant deux « têtes » 




La partie extra-cellulaire de la sous-unité αIIb se compose d’un domaine appelé « β-
propeller », un domaine « thigh » et deux domaines « calf » [21, 22].  
Le domaine β-propeller est constitué de différents feuillets β, organisés en pales 
d’hélice (au nombre de 7). Chaque pale d’hélice, ou « blade », est elle-même composée de 
quatre feuillets β anti-parallèles adoptant une topologie en W (Fig. 5) [22]. Deux anneaux 
concentriques de résidus, principalement aromatiques, tapissent le bord intérieur et 
supérieur de l'hélice, constituant un motif appelé « cage » qui accueille l’arginine 261 de la 
sous-unité β3 [23]. Les boucles reliant les différents feuillets β s'étendent au-dessus ou en-
dessous du plan de l'hélice (Fig. 5). Les boucles supérieures portent des motifs répétés  














   Figure 4. Représentation schématique de la structure de l’intégrine αIIbβ3 [24]. 
 
 
stabilisation de la structure de chaque « blade » (Fig. 5) [25]. Á l’opposé de ces motifs, 
quatre sites de liaison du Ca2+ sont retrouvés entre les « blades » 4 et 7 (Fig. 5 E,H) [21]. 
Les données des structures cristallines des intégrines αvβ3 et αIIbβ3 montrent que ces 
domaines décrivent des boucles de type β-hairpin, constituées par une boucle chargée avec 
une charnière de glycine, flanquée par des résidus hydrophobes. Ces sites de liaison du Ca2+ 
comprennent une séquence consensus de neuf résidus : D/E-D-Φ/N-X-D/N-G-Φ-X-D/E 
("Φ", décrivant des résidus hydrophobes). L’ion Ca2+ présente des liaisons de coordination 
avec les atomes d'oxygène des chaînes latérales des résidus 1, 3, 5 et 9 et l'oxygène de la 





Figure 5. Modélisation 3D du domaine β-propeller de la sous-unité αIIb, vue de face (région en 
contact avec le domaine domaine β-I de la sous unité β3) (A) et de dos (B). Les feuillets β 
constituants les « blades » sont représentés en bleu avec, en bleu clair, les régions en contact de β3 et 
les régions opposées, en bleu foncé. Les motifs FG-GAP sont représentés en vert et les motifs de 
coordination du Ca2+ en marron, les sphères grises représentant les ions Ca2+. (D) Schéma de la 
structure d’un « blade » avec ses quatre feuillets β anti-parallèles et sa topologie en W. Les 
segments A, B et C, adjacents aux feuillets β1, 2 et 3, contiennent les acides aminés essentiels à la 
constitution des motifs ‘cage’ et FG-GAP. Le motif de liaison du calcium, retrouvé au niveau des 
blades 4 à 7, est également représenté. Il est présent au niveau des boucles reliant les feuillets β1-β2 
et β3-β4. (C, E) Modélisation 3D des structures formant le domaine FG-GAP et le motif de liaison 
du Ca2+. Les chaînes latérales des acides aminés impliqués dans des liaisons hydrogènes (H) sont 
représentées en forme de ‘bâtonnet’ et les liaisons H sont formalisées par des lignes pointillées ;  le 
Ca2+ étant représenté par une sphère grise. Les atomes d’oxygène des molécules d’eau, engagées 
dans les liaisons H, sont représentés par une petite sphère bleue ; Représentations 3D (F) et 
schématiques (G) des segments A, B et C portant les acides aminés des motifs ‘cage’ et FG-GAP. 
Les trois segments interagissent par l'intermédiaire d'un réseau de liaisons hydrogènes spécifiques 
qui sont identiques pour tous les « blades » du domaine β-propeller. Ces trois segments présentent 
en outre une structure secondaire conservée, où les segments A et B contiennent des β-turn de type 
II et I, impliquant des résidus Gly et Pro. Le réseau de liaisons hydrogènes, associé au motif de 
liaison du calcium, créent une structure extrêmement compact. (H) Représentation 3D du motif de 
liaison du calcium. Pour chaque « blade » ayant un motif de liaison du calcium (DxDxDG), les 
chaînes latérales des acides aminés de la boucle reliant les brins 1 et 2, et les atomes de la chaîne 






Dans sa partie extra-cellulaire, la sous-unité β3 est composée des domaines β-I, PSI 
(pour plexin/semaphorin/intégrine), du domaine hybrid, et de quatre motifs répétés EGF 
(Fig. 4). Le domaine β-I comprend six feuillets β centraux, entourés de huit hélices α. Il 
contient un réseau linéaire de sites liant des ions métalliques : le site MIDAS (‘metal ion 
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dependent adhesion site’) au centre, flanqué de deux autres sites, les sites SyMBS 
(Synergistic Metal ion-Binding Site) et ADMIDAS (adjacent to MIDAS) (Fig. 6). 
Le domaine MIDAS contient un motif D-X-S-X-S, essentiel à la coordination de 
l'ion métallique et à la liaison du ligand. Il est formé des acides aminés suivants : D119, 
S121, S123, E220 et D251 (Fig. 6) [21]. Les différentes études de structure 3D réalisées ont 
montré que le groupe carboxyle du résidu aspartique de la séquence RGD du ligand est en 
coordination avec le Mg2+ du domaine MIDAS [26].  
Dans la conformation de faible affinité de l’intégrine, le Ca2+ du site ADMIDAS 
interagit avec l'oxygène de la fonction carbonyle de la methionine 335, elle-même 
impliquée dans la liaison peptidique de la boucle β6-α7 (Fig. 6). Cette interaction empêche 
l’éloignement de l’hélice α7 et stabilise ainsi l'intégrine  
Le site SyMBS est lui aussi important, mais n’est pas absolument nécessaire à 
l'activation de l'intégrine. Il est considéré comme un site de régulation positive de la liaison 
du ligand. L’ion métallique du site SyMBS forme une interaction de type cation-π avec un 
résidu aromatique conservé de la boucle de détermination de spécificité (SDL) (Fig. 6). 
Cette interaction contribue d’une part, à stabiliser la coordination de l'ion métallique du site 
SyMBS et d’autre part, à assurer la bonne conformation de la boucle SDL [27]. 
 
Finalement, le ligand de l’intégrine αIIbβ3 se fixe au niveau d’un sillon formé par 
l’association des deux sous-unités, où il interagit avec le motif MIDAS de la sous-unité β3 













Figure 6. Représentation 3D des sites de coordination des ions métalliques du domaine β-I de la 
sous unité β3. Les sites de liaison des ions métalliques du domaine β-I sont colorés de la manière 
suivante: jaune, SyMBS, rose, MIDAS et bleu-violet, ADMIDAS. L’ion Mg2+ du site MIDAS est 
représenté sous la forme d’une grande sphère bleue. Les ions Ca2+ des sites SyMBS et ADMIDAS 
sont représentés sous la forme de grandes sphères jaunes. Les atomes d’oxygène des molécules 
d’eau engagés dans les liaisons de coordination sont représentés sous la forme de petites sphères 
rouges. Les atomes N et O impliqués dans des liaisons de coordination avec les ions métalliques 
sont représentés respectivement en bleu et rouge. Les liaisons de coordination sont représentées par 
des lignes pointillées rouges. L'interaction cation-π entre la chaîne latérale aromatique de la tyrosine 




1.2.2.2 Domaine transmembranaire 
 
Le domaine transmembranaire de l’intégrine est composé d’acides aminés qui 
forment deux hélices s’enroulant l’une sur l’autre lors de leur hétéro-dimérisation [28].  
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Contrairement au domaine extracellulaire, aucune image de diffraction des rayons X 
n’est disponible pour la partie transmembranaire du complexe et une grande partie des 
données actuellement disponibles le sont sur la base d’analyses par RMN [28-31]. 
Le segment transmembranaire de la sous-unité αIIb est formé d’une hélice de 24 
résidus, suivi d'une inclinaison de celle-ci induite par une inversion du squelette [29]. Le 
segment transmembranaire de la sous-unité β3 est formé d’une hélice de 30 résidus. Cette 
hélice est un peu plus longue que l’épaisseur d'une bicouche lipidique, conduisant à une 
implantation avec une forte inclinaison au sein de la membrane plasmique [30]. 
Á l’état de repos, les segments transmembranaires des deux sous-unités 
interagissent pour former un complexe bispiralé. Cette interaction fait notamment intervenir 
un motif canonique de dimérisation de type GXXXG (Fig. 7A) [32]. Un second motif très 
conservé et également impliqué dans l’association des deux segments transmembranaires 
fait lui intervenir le tryptophane en position 713 de la sous-unité β3 et deux phénylalanines 
consécutives en position 992 et 993 de la sous-unité αIIb. Ce motif consiste en une 
interaction de type π par empilement de cycles aromatiques (Fig. 7B). 
 
1.2.2.3 Domaine cytoplasmique 
 
Le domaine cytoplasmique de l’intégrine αIIbβ3 est de très petite taille et peu 
structuré. Comme le domaine transmembranaire, aucune donnée de cristallographie n’est 
 disponible à l’heure actuelle, et la majorité des informations concernant sa structure 
tridimensionnelle sont issues d’expérimentations par RMN [33-37].  
Les motifs conservés GFFKR de la sous-unité αIIb et HDR(R/K)E de la sous-unité 
β3, situés à proximité immédiate des segments transmembranaires, forment un pont salin 
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entre l'arginine de la sous-unité αIIb et l'acide aspartique de la sous-unité β3 [28, 38] (Fig. 
7B). L’abolition de ce pont salin conduit à un état spontanément actif de l'intégrine [39, 40].  
L’extrémité C-terminale de β3 possède deux autres motifs conservés bien définis: le 
motif NPxY situé à proximité de la membrane, et le motif NxxY plus distale (Fig. 7C). Ces 
motifs constituent des séquences canoniques de phosphorylation de tyrosine [41] et sont 




Figure 7. (A, B) Représentation 3D des segments transmembranaires des sous-unités αIIb et β3, et 
description des différents motifs d’interaction : 1) motif de dimérisation GXXXG (A, encadré en 
jaune) ; 2) interaction π entre le Trp713 de la sous-unité β3 et les deux Phe (992 et 993) de la sous-
unité αIIb (B, encadré en noir) ; et 3) formation d’un pont salin entre l’Asp723 de β3 et l’Arg995 
d’αIIb (B, encadré en vert) [31] ; (C) Représentation des différentes interactions des segments 
transmembranaires (même code couleur que précédemment) et des différents partenaires intra-
cellulaires conduisant à l’activation de l’intégrine [42]. 
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1.2.3 Fonctions de l’intégrine  
 
Grâce à ses interactions avec le cytosquelette, l’intégrine αIIbβ3 contrôle de 
nombreuses voies de signalisation intra-cellulaire. Cependant, son degré d’activation est 
modulé par sa conformation. Á l’état de repos, elle est en position inactive, de basse 
affinité pour son ligand, puis elle va s’activer suite à un signal intra-cellulaire, conduisant à 
l’acquisition d’une conformation de haute affinité. 
 
1.2.2.1 Inside-Out signaling 
 
Á l’état de repos, la partie extracellulaire de l’intégrine présente une conformation 
repliée. Des signaux d'activation intra-cellulaire vont alors conduire à son redressement, 
puis dans un second temps, à la stabilisation de cette conformation étendue (Fig. 8). Ces 
modifications de structure s’accompagnent également d’un changement du site de liaison 
du ligand qui va passer d’une conformation fermée, de faible affinité, à une conformation 
ouverte, de haute affinité. La fixation du ligand conduit alors à la transmission de signaux 
allant de l'extérieur vers l'intérieur de la cellule. Les modifications exactes qui se produisent 
au niveau de la partie la plus terminale de l’intégrine, afin qu’elle adopte une conformation 
de haute affinité, ne sont pas totalement connues.  
Deux modèles de changement de conformation ont été proposées. Dans le modèle 
dit du "cran d'arrêt" [43], seule la forme étendue de l’intégrine est capable de se lier au 
ligand. Á l’opposé, dans le modèle dit "de la serrure à pêne dormant" [44], le changement 
conformationnel de l’intégrine ne se produit qu’après la liaison du ligand. Dans les deux 
cas, le changement de conformation du complexe renforce l’affinité du ligand pour 
l’intégrine [43, 45]. 
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Figure 8. Représentation schématique de l’intégrine αIIbβ3 et des changements de conformation 
associés à son activation [46]. 
 
 
l'intégrine. En effet, la séparation des deux segments traversant la membrane est nécessaire 
à l’adoption d’une conformation de haute affinité de l'intégrine. Plusieurs modèles ont ainsi 
été proposés. Dans le modèle dit du "piston", un mouvement de glissement vertical des 
segments transmembranaires provoquerait le changement de conformation, tandis que dans 
le modèle dit des "ciseaux", il y aurait un basculement, entraînant un écartement de l'angle 
formé entre les deux segments. Enfin, un troisième modèle a été décrit dans lequel il y 
aurait une séparation et une individualisation des deux segments transmembranaires. 
Quelque soit le modèle impliqué, les modifications d’interaction entre les deux 
segments transmembranaires conduisent à des changements de conformation des domaines 
extracellulaires et/ou cytoplasmiques [42]. Notamment, le rôle joué par la partie intra-





étudié [47]. Ainsi, il a été montré qu’un grand nombre de protéines du cytosquelette, et de 
la signalisation intracellulaire, était capable de se lier au domaine cytoplasmique de 
l’intégrine. Parmi elles, la taline et les kindlines, en se liant à la sous-unité β3, jouent un rôle 
important dans la séparation des segments transmembranaires et l’éloignement des 
domaines cytoplasmiques des deux sous-unités. La phosphorylation de la tyrosine du motif 
NPxY, proximale à la membrane de la sous-unité β3, est nécessaire à la liaison de la taline 
[41]. Une seconde tyrosine, appartenant au motif NxxY, distale à la membrane, est 
impliquée dans la liaison de la kindline [48-50]. 
 
1.2.2.2 Outside-In signaling 
 
Les intégrines n'ont pas d’activité catalytique intrinsèque. Cependant, la liaison du 
ligand à sa partie extracellulaire entraîne la transduction d’un signal intracellulaire qui a la 
capacité de moduler la croissance cellulaire, la différenciation ou l'apoptose. Le mécanisme 
de cette signalisation est complexe et croise celui d’autres récepteurs, comme les récepteurs 
des facteurs de croissance. Le déclenchement de ces signaux intracellulaires va 
principalement dépendre de la constitution de complexes d’adhésion focale, complexes 
macroprotéiques impliquant parfois plus de 150 protéines intracellulaires différentes [51].  
La formation de ces complexes constitue la plaque tournante de la transmission des 
signaux intracellulaires. Ainsi, les protéines impliquées sont en constant flux d’association 
et de dissociation et, à l’origine de cascades de signalisations complexes (Fig. 7). Trois 
processus, directement issus de l’activation des intégrines, ont été identifiés. Ce sont : i) la 
constitution et la croissance des points focaux avec le regroupement des intégrines ; ii) la 
polymérisation de l’actine et la contraction du cytosquelette ; iii) et enfin, la modulation de 
la signalisation intracellulaire. 
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Points focaux et assemblage du cytosquelette d’actine  
  
La liaison du ligand conduit au regroupement des intégrines au sein de la membrane 
plasmique, et à la constitution de points serrés d’adhésion focale qui favorise l'assemblage 
des filaments d'actine. Les filaments d'actine sont alors réorganisés en grandes fibres de 
stress conduisant à une augmentation du regroupement des intégrines et au renforcement 
des liaisons à la matrice extracellulaire [52]. La liaison avec le cytosquelette d'actine permet 
une régulation de la croissance des points focaux, et un changement coordonné de forme 
des plaquettes. Plusieurs protéines clés sont impliquées dans la formation et le maintien de 
la liaison au cytosquelette. Celles-ci sont de 4 types : i) les protéines de liaison directe 
(taline, α-actinine, filamine), ii) les protéines liant les intégrines, mais qui ne se lient 
qu’indirectement au cytosquelette (kindlines, integrin linked kinase (ILK), paxillin, FAK), 
iii) les protéines liant l’actine, mais pas les intégrines (vinculine), et enfin, iv) les protéines 
adaptatrices ou molécules de la messagerie intracellulaire régulant les interactions décrites 
précédemment. 
 
Polymérisation de l’actine et contraction du cytosquelette 
 
La liaison de l’intégrine à l'actine est nécessaire à la régulation de la polymérisation 
de cette dernière, ainsi qu’au contrôle global des mouvements du cytosquelette. Les 
mécanismes sous-jacents de ce fonctionnement ne sont pas tout à fait connus. Cependant, 
les points focaux contiendraient la machinerie nécessaire à la polymérisation de l'actine 
[53], avec (i) le complexe Arp2/3, qui commande l’assemblage des filaments d'actine en un 
réseau ramifié au niveau des lamellipodes et (ii) la GTPase Rho, qui joue un rôle clé dans la 
régulation globale de la dynamique de l'actine. 
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Outside-In signaling et ‘cross-talk’ avec les récepteurs des facteurs de croissance dans 
la modulation des voies de signalisation intracellulaires  
 
L'intégrine αIIbβ3 joue un rôle clé dans l’activation des plaquettes car elle est capable 
d’engager une signalisation secondaire à la liaison des éléments de la MEC (Outside-In 
signaling). Les voies de signalisation alors déclenchées sont extrêmement complexes. 
L'intégrine αIIbβ3 peut également interagir avec les récepteurs des facteurs de croissance et 












Figure 9. Représentation schématique de l’Inside-Out signalling nécessaire à l’activation de 
l’intégrine αIIbβ3. La liaison de la taline au niveau de la phospho-tyrosine du motif NPLY intra-
cytoplasmique de la sous-unité β3 conduit à l’activation de l’intégrine. La liaison avec d’autres 
protéines, comme Dok1, peut être observé dans la conformation fermée. La déphosphorylation de β3 




2 OBJECTIFS DU TRAVAIL  
 
 Notre travail a consisté en deux objectifs principaux. Le premier était d’étendre, à 
partir d’une large série de patients atteints de thrombasthénie de Glanzmann, le spectre 
mutationnel de cette maladie. Le second était d’établir une éventuelle corrélation entre le 
génotype de ces patients et leur phénotype clinique. 
 
2.1 SPECTRE MUTATIONNEL DES GÈNES ITGA2B / ITGB3  ET 
RELATION STRUCTURE-FONCTION DE LA PROTÉINE αIIbβ3 
 
 En dehors du bénéfice propre au patient de disposer d’un diagnostic définitif de sa 
maladie, la découverte de mutations au sein des gènes ITGA2B et ITGB3 a permis d’obtenir 
un grand nombre d’informations sur la structure et la fonction de l’intégrine αIIbβ3. C’est 
plus particulièrement le cas des mutations faux-sens, pour lesquels un remplacement d’un 
simple acide aminé peut apporter des informations cruciales sur la fonction d’un résidu, ou 
sur le domaine protéique auquel il appartient.   
La thrombasthénie de Glanzmann est une maladie rare et les premiers cas de 
mutations génétiques rapportées dans cette maladie l’ont été sur des patients isolés, ou 
quelques rares familles. Finalement, ce n’est que récemment que les études incluant des 
séries de patients ont débuté. La première équipe à avoir tenté l’expérience est une équipe 
italienne qui avait permis d’inclure 30 patients atteints de thrombasthénie de Glanzmann et 
d’identifier ainsi 19 nouvelles mutations associées à la maladie [56]. Quatre ans plus tard, 
en 2006, Peretz et son groupe se lancent dans l’étude de 40 familles provenant du sud de 
l’Inde et caractérisent ainsi 20 nouvelles mutations associées à la maladie, dont trois 
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variations génétiques fréquentes, issues d’effets fondateurs [57]. Enfin, ce sont 45 patients 
non apparentés qui vont être étudiés en 2009 par l’équipe de Kannan permettant ainsi 
d’identifier 22 nouvelles mutations et d’aboutir à un diagnostic génétique chez 80% des 
malades [58]. Ces études montrent donc comment l’inclusion de différents groupes de 
patients a permis d’élargir le spectre mutationnel de cette maladie.  
 Ces dernières années, les maladies rares sont devenues une priorité de santé 
publique, ce qui a conduit le gouvernement français à mettre en place un Plan National 
Maladies Rares, avec pour vocations principales d’améliorer la prise en charge des patients, 
mais aussi de développer la recherche dans ce domaine. C’est dans ce contexte que le 
Centre National de Séquençage d’Evry a lancé ses premiers appels à projets visant au 
génotypage des patients atteints de maladies rares. Nous avons donc répondu à cet appel à 
projet, pour lequel il nous était proposé de séquencer un total de 90 patients et 6 témoins.   
Ce travail comportait une limite essentielle, celle de pouvoir obtenir une série de 
patients aussi large, dans ce contexte de maladie rare. Initialement, cette étude avait pour 
but d’inclure des patients d’origine française, mais elle s’est finalement étendue sur le plan 
international, afin d’inclure les 90 patients requis. L’objectif principal de ce travail était de 
pouvoir étendre de manière importante le spectre mutationnel de la thrombasthénie de 
Glanzmann et donc d’accroître la connaissance des éléments essentiels à la structure et la 
fonction de l’intégrine αIIbβ3. Pour cela, notre travail a consisté, dans un premier temps, à 
vérifier si les variations génétiques retrouvées étaient précédemment rapportées comme des 
polymorphismes ou des mutations associées à la maladie. Dans le cas contraire, nous avons 
vérifié l’effet pathogène de celles-ci en étudiant : (i) la ségrégation des variations 
génétiques au sein des familles, lorsque cela était possible, (ii) l’effet in silico des variations 
observées et (iii) pour certaines d’entre-elles, leur effet in vitro dans un modèle hétérologue 
cellulaire.  
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2.2 CORRÉLATION GÉNOTYPE-PHÉNOTYPE  
 
Le génotypage des patients a permis d’ouvrir un champ encore mal connu de la 
médecine, celui de la médecine prédictive. En effet, très rapidement, les médecins se sont 
attachés à déterminer s'il existait une corrélation entre le génotype des patients et leurs 
phénotypes, afin éventuellement de prédire le risque évolutif de la maladie et d’en adapter 
sa surveillance. C'est le cas par exemple du syndrome MYH9, une pathologie plaquettaire 
constitutionnelle, dans laquelle la chaîne lourde de la myosine non musculaire IIA est 
anormale. Ce syndrome se caractérise par la survenue d'une thrombopénie à grosses 
plaquettes, plus ou moins associées à une atteinte rénale, ORL (surdité) ou ophtalmologique 
(cataracte). Les différentes études portant sur la corrélation génotype-phénotype dans cette 
maladie ont très rapidement pu mettre en évidence qu'il existait un lien entre le domaine 
dans lequel survenait les mutations et l'atteinte plus ou moins sévère des différents organes, 
constituant ainsi une information cruciale pour le suivi et la prise en charge de ces patients 
[59]. Malheureusement, dans la thrombasthénie de Glanzmann, les choses ne se sont pas 
tout à fait déroulées de la même manière, et les différentes études réalisées n'ont pas permis 
d'établir une réelle corrélation entre le génotype et le phénotype des patients [56-58]. C'est 
d'ailleurs assez surprenant, car contrairement à la sous-unité αIIb, l'expression de la sous-
unité β3 n'est pas limitée aux plaquettes, puisqu'elle est capable de s'associer à la sous-unité 
αv afin de constituer le récepteur de la vitronectine, présent à la surface d'un grand nombre 
d'autres types cellulaires. En effet, dans une revue récente de la littérature, nous avons 
étudié les données obtenues chez des modèles de souris délétées en β3, où l’absence d’αvβ3 
influence l’angiogénèse, la reproduction, le métabolisme osseux,
 
l’inflammation, et les 
atteintes cardio-vasculaires [60], ce qui ne semble pas être le cas chez l’homme. 
Finalement, c'est le syndrome hémorragique qui prédomine, mais même la sévérité de 
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celui-ci ne semble pas être associée à un groupe particulier de mutations. C'est un constat 
qui concerne un grand nombre d’autres maladies hémorragiques car les mécanismes qui 
conduisent à l'hémostase primaire et à la coagulation sont très complexes et ne dépendent 
pas que d'un seul gène.  
Cependant, il existe un cas bien particulier,  celui de l'hémophilie A. En effet, dans 
cette maladie, les patients sont exposés à une complication gravissime, qui est celle de 
développer des inhibiteurs (anticorps) dirigés contre le facteur VIII substitutif qu'on leur 
transfuse [61]. Ces inhibiteurs apparaissent lorsque le système immunitaire du patient 
attribue ce facteur VIII exogène à une protéine du non-soi. De nombreuses études ont 
permis d'établir que ce risque était corrélé aux génotypes des malades et que ceux qui 
étaient porteurs de mutations tronquantes avaient plus de risque de s'immuniser [62]. Il 
existe dans la thrombasthénie de Glanzmann, une complication similaire. En effet, les 
transfusions plaquettaires administrées peuvent entraîner le développement d’une réponse 
immunitaire dirigée contre la glycoprotéine αIIbβ3 [63-66]. La présence de ces anticorps 
anti-αIIbβ3 représente un problème majeur dans la prise en charge de ces patients [63, 67]. 
Cependant, à l’heure actuelle, nous ne savons toujours pas quelle est leur fréquence de 
survenue, leur persistance dans le temps, ou pourquoi ils apparaissent chez certains patients 
et non chez d’autres.   
Des études préliminaires sur la caractérisation de ces anticorps ont montré qu’ils 
reconnaissaient des épitopes localisés sur le complexe αIIbβ3 ou sur la sous-unité β3 et que 
certains d’entre eux sont capables de bloquer la fonction de l’intégrine, ou bien d’entraîner 
l’élimination des plaquettes [66, 68, 69]. Ces anticorps dirigés contre l’intégrine αIIbβ3 
peuvent donc rendre les transfusions plaquettaires ultérieures inefficaces. Chez les patients 
immunisés, et réfractaires aux transfusions plaquettaires, il est actuellement recommandé 
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d’administrer du facteur VII activé recombinant (rFVIIa, NovoSeven®) [70-72], afin de 
palier à cette complication. 
Alors que la survenue d’inhibiteurs est un phénomène bien étudié dans l’hémophilie 
[61], peu d’études se sont intéressées à ce problème dans la TG. En effet, peu d’éléments 
sont connus concernant les facteurs de risque associés au développement des anticorps anti-
αIIbβ3, bien qu’un lien direct entre leur apparition et le type de TG ait été suggéré [73]. 
Tandis que le développement de ces anticorps résulte, dans la majorité des cas, du recours à 
la thérapie transfusionnelle, le degré d’exposition aux concentrés plaquettaires n’a jamais 
clairement été évalué et la persistance de ces anticorps au cours du temps peu étudié.   
Les premières études concernant la survenue d’anticorps anti-αIIbβ3 au cours de la 
TG ont, dans la majorité des cas, été réalisées sur des cas isolées et concernaient plus 
particulièrement la caractérisation de ces anticorps [63, 67, 74-76]. Pour la première fois, 
en 2004, Poon et al. ont étudié la survenue d’anticorps anti-plaquettes chez 54 patients 
atteints de TG [77]. Seize d’entre eux (30%) présentaient des anticorps anti-αIIbβ3, huit des 
anticorps anti-HLA (15%) et cinq avaient développé les deux types d’anticorps (9%). Plus 
récemment, Santoro et al. ont recherché chez 17 patients italiens la présence d’anticorps 
anti-αIIbβ3 et anti-HLA [78]. Quatre patients (25%) sur les 16 transfusés, présentaient des 
anticorps anti-plaquettes, dont deux avaient développé des anticorps dirigés contre le 
système HLA, un des anticorps anti-αIIbβ3 et un autre, des anticorps anti-HLA et anti-αIIbβ3. 
 Ces dernières années, par l’intermédiaire du Centre de Référence des Pathologies 
Plaquettaires, nous avons eu l’opportunité de suivre plusieurs patients Glanzmann, dont une 
majorité était issue de la communauté des Manouches. Grâce aux différentes informations 
recueillies dans leur passé médical, nous avons réalisé une étude rétrospective afin 
d’évaluer leur degré d’immunisation et les facteurs de risque qui y étaient associés, en 
particulier le génotype des patients. 
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3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
3.1 SÉLECTION DES PATIENTS 
 
Initialement, le génotypage devait concerner des malades d’origine française selon 
une convention établie entre le Centre de Référence des Pathologies Plaquettaires (Dr P. 
Nurden) et le Centre National de Séquençage (Pr J. Weissenbach). Celle-ci comprenait le 
séquençage de tous les exons et parties introniques flanquantes des gènes ITGA2B et ITGB3 
pour 90 patients et 6 sujets normaux. L’étude a ensuite été ouverte sur un plan international 
(Argentine, Canada, Maroc, Espagne, Suisse et Etats-Unis) afin d’obtenir la totalité des 90 
patients. 
Les critères d’inclusion comprenaient : (i) un ou des antécédent(s) hémorragique(s) 
se caractérisant par la survenue de saignements spontanés (épistaxis, ecchymoses 
disproportionnées, hématomes, pétéchies, gingivorragies, méno-/métrorragies, hémorragies 
digestives) ou provoqués de type cutanéo-muqueux ; (ii) une absence ou une nette 
diminution de l’agrégation plaquettaire avec au moins 3 agonistes différents ; (iii) une 
absence ou une nette diminution de l’expression du complexe αIIbβ3 mesurée par cytométrie 
en flux ou Western-Blot. Dans les formes variantes où l’expression du complexe peut être 
proche de la normale, une absence de fixation, après activation plaquettaire, du fibrinogène 
ou de PAC-1, un anticorps monoclonal reconnaissant le site de fixation du ligand, était 
requise. 
Chaque test phénotypique était réalisé dans les différents centres d’inclusion selon 
les procédures localement mises en place. L’analyse génétique était réalisée sous réserve de 
l’obtention du consentement du patient conformément aux lois de bioéthique de chaque 
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pays.  Un questionnaire comprenant les éléments d’informations cliniques et biologiques 
était à compléter pour chaque patient. 
Au total, 76 familles différentes ont été inclues comprenant 83 patients. Sur les 90 
patients initialement prévus, deux patients ont été exclus car ils ne remplissaient pas les 
critères d’inclusion requis, alors que dans cinq autres cas, la qualité de l’ADN des patients 
n’avait pas permis d’obtenir un séquençage complet des exons. 
 
3.2 SÉQUENÇAGE DE L’ADN 
 
 L’ADN a été extrait à partir de sang prélevé sur des tubes EDTA ou à partir de 
buffy-coat. Les échantillons d’origine étaient adressés, soit à Bordeaux (n=62), soit à Lyon 
(n=38), où l’ADN a été extrait à l’aide du kit QIAmp DNA Blood de Qiagen selon les 
recommandations du fournisseur.  
 Tous les exons, les régions introniques flanquantes jusqu’à 300 pb, et les régions en 
amont et en aval des deux gènes ont été séquencés. Ce travail a été réalisé par le Centre 
National de Séquençage à Evry. 
 
3.2.1 Design des primers 
 
 Un total de 10 amplicons ont été designés pour les deux gènes, avec des tailles 
variant de 1,05 à 5,7 kb. Les primers ont été sélectionnés à l’aide du logiciel Primo [79].  
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3.2.2 Conditions d’amplification 
 
 Les PCR long-fragments ont été réalisés à l’aide de thermocycleurs PTC200 
(Biorad) dans un volume final de 50 µL comprenant 50 ng d’ADN génomique, 2,5 U de 
LA-Taq (Takara) et 2,5 pmol de couple d’amorces.  
 Les cycles d’amplification comprenaient une étape de dénaturation de 3 sec. à 94°C, 
une étape d’hybridation de 3 sec., et une étape d’extension à 68°C de 2 min. / kb, répétés 
pendant 35 cycles.  
 La qualité des PCR a été contrôlée par la réalisation de gels d’agarose à 1%. Les 
amplicons ont été purifiés grâce à des billes magnétiques suivant le protocole d’Agencourt 
AMpure XP (Beckman Coulter).     
 
3.2.3 Réactions de séquence et analyses des résultats de séquençage 
 
 Les réactions de séquençage ont été réalisées à l’aide du kit BigDye Terminator 
Cycle Sequencing (Life Technologies) et comprenaient 30 cycles d’amplification dans un 
volume de 10 ou 4 µL (96 ou 384 puits, respectivement) et 1,25 pmoles de primers. Les 
produits de séquençage ont été lus sur un séquenceur 3730 Sequence Analyser (Life 
Technologies). 
Les reads ont été assemblés pour chaque individu par les méthodes PHRED et 
PHRAP [80, 81]. Les séquences de références étaient les suivantes : NM_000419.3 et 
NM_000212.2, respectivement pour ITGA2B et ITGB3.  
L’analyse des séquences a été réalisée à l’aide des logiciels SeqMan Pro (DNA Star) 
ou Mutation Surveyor (SoftGenetics). Chaque variation de séquence identifiée était 
systématiquement recherchée dans les bases de données suivantes : dbSNP, Glanzmann 
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thrombasthenia database, Pubmed ou Google afin de vérifier si celle-ci avait déjà été 
rapportée. 
 
3.3 ANALYSES FAMILIALES 
 
 Lorsqu’une nouvelle variation potentiellement pathogène était identifiée, celle-ci 
était confirmée par séquençage direct et/ou analyse de fusion haute résolution (HRM) sur 
un nouvel échantillon. D’autre part, lorsque cela était possible, les autres membres de la 
famille étaient dépistés et étudiés de la même manière afin de vérifier la ségrégation 
familiale des mutations.  
 L’HRM est une technique qui a été développée afin de pouvoir dépister rapidement 
la présence de variations dans un gène [82]. Elle fait appel à un fluorophore hyper-affin 
pour l’ADN double brin, qui ne gêne pas les différentes étapes d’amplification. Les 
variations présentes à l’état sauvage, hétérozygote muté ou homozygote muté sont 
distinguées par leurs profils de fusion obtenus à la fin de l’étape d’amplification par PCR. 
Les variations présentes à l’état hétérozygote sont généralement les mieux distinguées car 
leurs températures de fusion sont normalement plus basses.  
 Brièvement, 20 à 60 ng d’ADN étaient amplifié à l’aide d’un LightCycler 480 
(Roche Diagnostics) dans un volume final de 10 µL avec 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de 
chaque amorce, et 5 µL du mix de PCR contenant le fluorophore LC green. L’analyse par 
HRM a été réalisée sur une rampe allant de 70°C à 95°C à la vitesse de 0,02°C / 3 sec. avec 
25 acquisitions par degré. Après normalisation, les courbes de fusion étaient comparées à 
un panel de référence.   
 Ce travail, que nous avons mis en place pour cette étude, est maintenant réalisé en 
diagnostic de routine dans le laboratoire de génétique moléculaire du CHU de Bordeaux. Il 
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a d’autre part fait l’objet d’un article que nous avons récemment soumis au journal Plos 
One.  
 
3.4 ANALYSES IN SILICO 
 
 Celles-ci ont fait largement appel au logiciel Alamut (Interactive Biosoftware).  
 
3.4.1 Prédiction de l’effet pathogène des mutations faux-sens 
 
 Des alignements multiples de séquence des gènes ITGA2B et ITGB3 ont été réalisés 
afin de déterminer le niveau de conservation de chaque résidu concerné. Les séquences 
orthologues ont été recherchées grâce au programme BlastP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), 
puis alignées avec M-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee).  
 Trois algorithmes différents ont été utilisés pour prédire l’impact sur la protéine du 
remplacement de l’acide aminé: (i) Align-GVGD (http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php/), 
(ii) Polyphen2 (Polymorphism Phenotyping v2 ; genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) et (iii) 
SIFT (sorting intolerant from tolerant ; http://sift.jcvi.org/). Le logiciel Align-GVGD tient 
compte des caractéristiques biochimiques des acides aminés, ainsi que des alignements 
multiples de séquences. Polyphen2 permet de déterminer l’impact de la substitution d’un 
acide aminé sur la structure et la fonction d’une protéine. Le logiciel Polyphen2 indique un 
score de trois types : « probably damaging », « possibly damaging », ou « benign ». SIFT 
repose sur le degré de conservation de l’acide aminé grâce à des alignements de séquences 
réalisés par PSI-BLAST. 
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3.4.2 Mutations affectant l’épissage  
 
 Nous avons fait appel à cinq logiciels de prédiction différents afin de déterminer 
l’effet possible sur l’épissage de nouvelles variations génotypiques identifiées : (i) Splice 
Site Finder-like, (ii) MaxEntScan (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/), NNSPLICE 
(http://www.fruitly.org/seq_tools/splice.html), Gene Splicer (http///www.cbcb.umd.edu/ 
genesplicer/) et Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/). 
 
3.5 RECHERCHE DE GRANDS RÉARRANGEMENTS GÉNOMIQUES  
 
 Ce travail a été réalisé par l’équipe du Pr Vinciguerra à Lyon. La recherche des 
grands réarrangements a concerné deux groupes de patients : (i) ceux pour lesquels aucune 
anomalie génétique n’avait été mise en évidence et (ii) ceux présentant une seule mutation à 
l’état hétérozygote. Tous les exons des deux gènes ont été amplifiés sous la forme de 
simples amplicons. Les primers ont été designés en utilisant le logiciel primer-blast en 
accès libre, afin d’amplifier des amplicons de 200 pb environ.  
 
3.5.1 Conditions d’amplification 
 
 Les PCR en temps réel ont été réalisées sur un appareil Rotor-Gene 6000 (Qiagen) 
dans un volume de 20 µL à l’aide du kit QuantiTect SYBR Green (Qiagen), avec 5 ng 
d’ADN génomique et 15 pmoles de chaque amorce. La première étape de dénaturation 
durait 15’ à 95°C, puis 40 cycles étaient réalisés, comprenant une étape de dénaturation à 
95°C pendant 15 sec., une étape d’hybridation à 60°C pendat 15 sec., et une étape 
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d’élongation à 72°C pendant 20 sec. Chaque patient était passé en triplicate dans chaque 
run. 
 
3.5.2 Analyses des résultats 
  
L’expression relative de chaque gène a été comparée à celle d’un gène de référence 
(HMBS : hydroxymethylbilane synthase). Une méthode à 2 courbes standards (Rotor-Gene 
Q series) a été utilisée.  Le ratio est de 1 lorsqu’il n’y a pas de réarrangement, 0,5 pour une 
délétion hétérozygote, 1,5 pour une duplication hétérozygote, et 2 pour une duplication 
homozygote.  
 
3.6 ÉTUDES PAR MINIGÈNE  
  
 La construction des minigènes comprenait un fragment génomique comportant 
l’exon d’intérêt portant la mutation, ainsi que l’exon en amont et celui en aval. Le fragment 
génomique a été synthétisé par Epoch Life Science et cloné dans un plasmide Exontrap 
(MoBiTec GmbH). Les cellules Cos-7 ont été cultivées à une concentration de 8.104 
cellules par puits dans des plaques de 12 puits avec 1 mL de DMEM (Invitrogen) 
supplémenté en sérum de veau fœtal 10%, de pénicilline/streptomycine et 1M d’HEPES 
(Lonza) à 37°C dans 5% de CO2. Vingt-quatre heures plus tard, les minigènes sauvages ou 
mutés ont été transfectés transitoirement dans les cellules à l’aide du réactif jetPRIME 
(Polyplus-transfection SAS) selon les recommandations du fournisseur. Les cellules ont 
alors été incubées 48 h avant extraction de l’ARN au trizol (Molecular Research Center). 
L’ADNc a été synthétisé avec le kit M-MLV reverse transcriptase (Promega) en utilisant  
2 µg d’ARN et amplifié par PCR à l’aide d’amorces spécifiques. Les produits amplifiés ont 
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été séparés sur gel d’agarose 2%, puis séquencés sur un appareil CEQ8000 (Beckmann 
Coulter). Les PCR en temps réels ont été effectués sur un LightCycler 96 (Roche 
Diagnostics).  
 
3.7 MUTAGÉNÈSE DIRIGÉE ET EXPRESSION DANS UN MODÈLE 
CELLULAIRE HÉTÉROLOGUE  
 
 Les cDNA des sous-unités αIIb et β3 clonés dans des vecteurs pcDNA3 nous ont été 
généreusement fournis par le Dr N. Rosenberg (Thrombosis and Hemostasis Institute, 
Sheba Medical Center, Israël). Les mutations d’intérêts ont été introduites dans les vecteurs 
concernés à l’aide du kit QuickChange II XL (Agilent Technologies) selon les 
recommandations du fournisseur et les cellules Cos-7 ont été cultivées de la même manière 
que précédemment (chapitre 3.4). 
 
3.7.1 Mesure par cytométrie en flux 
 
 Quarante-huit heures après transfection des cellules, celles-ci sont décollées et 
passées dans un cytomètre Accuri C6 (Becton Dickinson) où l’expression du complexe a 
été mesurée à l’aide des anticorps monoclonaux (marquage FITC) suivants : anti-CD41/P2, 
anti-CD41/SZ22 (Beckman Coulter) et anti-CD61 (Dako). L’état d’activation du complexe 
a été évalué à l’aide de l’anticorps monoclonal PAC-1 (BD Biosciences) après incubation 





3.7.2 Western-Blotting  
 
 Les cellules transfectées et cultivées sont secondairement lysées en présence d’un 
tampon contenant du SDS. L’électrophorèse sur gel de polyacrilamide est effectuée sur un 
gel gradient à 10%, en présence ou non de 1 mM de dithiothreitol (DTT), puis le gel est 
transféré sur une membrane de nitrocellulose. Les sous-unités αIIb et β3 ont été révélées à 
l’aide des anticorps monoclonaux suivants : SZ22 (αIIb, Beckman Coulter) et Y2/51 (β3, 
Dako), par chimiluminescence avec un anticorps secondaire marqué à la peroxydase. 
 
    
 
3.8 MODÉLISATION PROTÉIQUE STATIQUE 
 
 Les modèles protéiques ont été élaborés à l’aide du logiciel PyMol version 1.3. et 
des fichiers pdb suivants: (i) 3 fcs ou 2 vdo pour l’intégrine αIIbβ3, respectivement dans sa 
conformation repliée ou étendue
 ; (ii) 2knc correspondant aux domaines transmembranaire 
et intra-cytoplasmique. Les acides aminés ont été visualisés sous la forme de rotamère 
montrant les changements de conformation inclus à partir de la librairie Dunbrack 
Backbone avec la plus forte probabilité.  
 
3.9 MODÉLISATION PROTÉIQUE DYNAMIQUE 
 
Celles-ci ont été réalisées comme précédemment décrit par Laguerre et al [83]. 
Brièvement, nous avons utilisé le fichier pdb 3FCS (résolution 2,25 Å) tronqué au niveau 
des domaines membranaires proximaux. Le complexe protéique a été placé dans une boîte 
d'eau rectangulaire de dimension : 110 x 100 x 100 Å. Le système a alors été neutralisé et 
150 mM de NaCl ajoutés, produisant au final une boîte contenant 29100 à 29200 molécules 
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d'eau et environ 184 molécules de NaCl. Les calculs ont été réalisés à l'aide du logiciel 
GROMACS 4.5 et GROMOS96. Le modèle utilisé pour l'eau était SPC ("Simple Point 
Charge") et les simulations dynamiques ont été réalisées à température constante.  
La sous-unité αIIb présentant la mutation Gly44Val a été créée à l'aide du module 
approprié du logiciel "Discovery Studio v. 3.1". Les analyses de trajectoire RMSD (root 
mean square deviations) ont été calculées sur les positions Cα.  
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4 RÉSULTATS  
 
4.1  PHÉNOTYPE DES PATIENTS 
 
Les phénotypes présentés par les 83 patients inclus dans cette étude sont résumés 
dans le tableau II de la thèse. Parmi les 76 familles de patients, 58 (76%) présentaient une 
TG de type I, dix (12%) présentaient un profil de type II et sept autres (10%) étaient atteint 
d’une forme variante de la maladie; une famille n’ayant pas pu être caractérisée (données 
insuffisantes). 
Les patients décrivaient un panel de signes hémorragiques relativement large, 
comprenant : des épistaxis, des ecchymoses, des hématomes, des pétéchies, des 
gingivorragies, des ménorragies ou des hémorragies digestives. Les hémarthroses 
spontanées étaient exceptionnelles. La majorité des patients avaient reçu une ou plusieurs 
transfusions de plaquettes, de concentrés de globules rouges ou de facteur VII activé 
recombinant. 
 
4.2. GÉNOTYPE DES PATIENTS 
 
Le tableau III présente les variations génétiques potentiellement pathogènes 
retrouvées chez les 83 patients inclus. Lorsque cela était possible, ces variations ont été 
confirmées sur un nouvel échantillon. La distribution des mutations retrouvées sur les deux 





Tableau II. Données clinico-biologiques des patients inclus dans l’étude. 
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Table II. Suite. 
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Table II. Suite. 
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Table II. Suite. 
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Table II. Suite. 
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Table II. Suite. 
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Des mutations des sites d'épissage, des micro-insertion/délétion, des mutations faux-
sens et des mutations non-sens ont été identifiées. Sur les 78 variations génétiques 
différentes retrouvées, 57 étaient nouvelles. La ségrégation familiale des mutations a été 
vérifiée par "High Resolution Melting curve analysis" et/ou par séquençage direct. Un 
exemple de résultat d'HRM est représenté sur la figure 12. 
Les mutations ont été retrouvées à l'état homozygote chez 28 familles (37%); dans 
un contexte de consanguinité, dans la majorité des cas (63%). Pour une famille d'origine 
marocaine (GT43a et GT43b), nous avons identifié dans ITGB3 la présence de deux 
mutations différentes à l'état homozygote (une mutation du site d’épissage c.614+1G>T et 
une mutation faux-sens R228H). L'analyse par HRM a confirmé que chaque parent était 
porteur de ces deux mutations à l'état hétérozygote. Cette famille provenait d'une région 
isolée du Maroc où la consanguinité sur plusieurs générations était fortement probable. 
Pour 32 familles (42%), les mutations ont été retrouvées à l'état hétérozygote 
composite. Parmi elles, les patients GT3 et GT35 étaient porteurs de trois mutations 
potentiellement délétères, réparties sur les 2 gènes pour GT35.  
Pour cinq patients, l'analyse génotypique n'a pu identifier qu'une seule mutation 
présente à l'état hétérozygote. Parmi eux, deux patients présentaient une maladie de type I 
(GT45 et GT47), un patient présentait une TG de type II (GT20) et deux patients 
présentaient une forme variante de la maladie (GT4 et GT73).  
Enfin, aucune mutation n'a été identifiée pour 11 familles, incluant six patients de 
type I (GT32, GT37, GT56, GT59, GT63 et GT71) et cinq patients atteints de forme 



























Figure 10. Représentation schématique des gènes ITGA2B et ITGB3 illustrant le spectre des 
mutations identifiées dans notre série de patients. Dans la partie haute du gène sont représentées les 
variations génétiques déjà rapportées ; dans la partie basse, les mutations nouvellement rapportées. 
Les variations sont identifiées par des couleurs en rapport avec leurs types. Les astérisques 









Figure 11. Répartition par types de mutations. 
 
 
Figure 12. Étude par HRM de la ségrégation familiale de deux nouvelles mutations présentes à 
l’état hétérozygote dans ITGA2B. La partie A (gauche) représente les résultats obtenus par 
séquençage direct des exons 1 et 28 chez le propositus. La partie B (droite) montre les résultats 
obtenus par HRM, confirmant que chaque mutation allélique a bien été transmise par chacun des 
parents.   
 67 
Il est important de noter que ce travail a également permis de retrouver une seconde 
mutation chez deux patients pour lesquels une première mutation avait été mise en évidence 
auparavant par PCR-SSCP (GT9: ITGB3, L222P; GT10: ITGA2B, R1026Q) [84, 85], 
permettant ainsi le diagnostic génétique définitif de la maladie. 
 
La nomenclature des mutations faux-sens utilisée dans les sections suivantes fait 
apparaître entre parenthèse la nomenclature sans le peptide signal, soit 31 résidus en moins 
pour la sous-unité αIIb et 26 résidus en moins pour la sous-unité β3. 
 
Mutations tronquantes (Tableau IV) 
 
 Environ un quart des mutations détectées étaient des micro-insertions/délétions ou 
des mutations non-sens, incompatibles avec la synthèse d’une protéine normale. Elles 
n’apparaissaient pas dans un ou plusieurs exons, mais étaient réparties de manière diffuse 
sur les deux gènes (Fig. 10). Sur la base de nos recherches, nous avons pu déterminer que 
73% (16/22) d’entre elles n’avaient jamais été décrites auparavant (Tableau IV). Dix 
mutations étaient des mutations non-sens et 12 étaient des délétions ou duplications.  
 Á l’exception de deux mutations présentes dans ITGA2B, la plupart des variations 
retrouvées avaient pour probable effet d’entraîner la dégradation rapide de l’ARNm 
synthétisé (nonsense-mediated mRNA decay), et pour principale conséquence de provoquer 
une absence d’expression du complexe protéique. Les mutations 
c.2902del/p.Tyr968Metfs*163 et c.2915dup/p.Leu973Alafs*63 permettaient probablement 
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la synthèse d’une protéine de taille presque normale, mais avec des séquences C-terminales 
totalement aberrantes. De manière intéressante, bien que la variation 
c.2915dup/p.Leu973Alafs*63 était associée à une autre mutation tronquante (c.91del 
/p.Ala31Profs*2), une expression résiduelle du complexe à la surface des plaquettes des 
patients (GT41a et GT41b) a pu être observée (environ 5%), probablement du fait que la 
plupart du domaine extra-cellulaire persistait au sein de cette protéine anormale.   
 
Mutations du site d’épissage (Tableau V) 
 
 
 Dix neuf mutations (11 dans ITGA2B et 8 dans ITGB3), représentant environ un 
quart des variations génétiques identifiées, avaient comme probable effet d’abolir un site 
consensus d’épissage. Ces mutations étaient réparties de manière diffuse sur les deux gènes 
et 13 d’entre elles n’avaient jamais été rapportées. Malheureusement, l’étude de l’ARNm 
plaquettaire est une technique très délicate et pour déterminer l’effet pathogène de ces 
variations génétiques, nous avons fait appel à cinq méthodes différentes d’analyse in silico. 
Les erreurs d’épissage pouvaient conduire à un saut de l’exon ou à l’activation de sites 
cryptiques d’épissage. Dans la majorité des cas, ces anomalies conduisaient à des délétions 
ou des insertions au sein du transcrit, induisant des décalages du cadre de lecture et 
l’apparition de codons stop prématurés. Au total, l’ARNm produit était probablement très 
rapidement dégradé (nonsense-mediated mRNA decay) et chez ces patients, l’expression 
d’αIIbβ3 était franchement diminuée.   
 
Mutations exoniques altérant l’épissage. Parmi les mutations faux-sens rapportées, trois 
d’entre-elles étaient situées à la jonction d’intron-exon. Les mutations c.1878G>C/ 
p.Asp585_Gln626del dans ITGA2B et c.1260G>A/ p.Lys376_Thr420del dans ITGB3 
avaient déjà été rapportées et étudiées auparavant, montrant qu’elles étaient responsables 
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d’une altération de l’épissage entraînant un saut d’exon [86, 87]. Nous avons retrouvé dans 
ITGA2B une nouvelle variation ponctuelle exonique (c.571T>G) qui pouvait également 
interférer sur l’épissage (Fig. 13). Il s’agissait du patient GT57 atteint d’une forme de type I 
de la maladie. Cette variation était d’autant plus intrigante que les logiciels de prédiction 
faisaient de la mutation faux-sens Phe191Val, une mutation peu délétère, alors que les 
logiciels de prédiction d’épissage en faisaient, une variation pouvant interférer avec 
l’épissage de l’exon 4 d’ITGA2B (Fig 13A,B). Nous avons donc vérifié cette hypothèse par 
une technique de minigène sur des cellules Cos-7. Les transcrits exprimés présentaient une 
taille similaire entre le minigène sauvage et celui muté, mais le séquençage du transcrit 
muté montrait qu’il existait une délétion de 4 pb (Fig. 13E), responsable d’un décalage du 
cadre de lecture et de l’apparition d’un codon stop prématuré. Au total, nos résultats 
confirment que la transition c.571T>G est une mutation pathogène dont l’effet délétère ne 
se traduit pas par un changement d’acide aminé, mais par une altération de l’épissage au 
niveau de l’exon 4 du gène ITGA2B. 
 
Mutations du site d’épissage et conservation du cadre de lecture. Quatre nouvelles 
mutations avaient comme probable effet d’altérer l’épissage, tout en conservant le cadre de 
lecture de l’ARNm transcrit : les variations c.408+11C>A, c.550_625-35del et 
c.2348+5G>C dans ITGA2B et c.777+1G>A dans ITGB3.  
La variation c.408+11C>A dans ITGA2B pourrait entraîner, en renforçant un site 
d’épissage cryptique, une insertion de 12 nucléotides à la fin de l’exon 3 (Tableau V), 
conduisant à l’insertion de quatre résidus entre la Val136 (V105) et l’Ala137 (A106) d’αIIb. 
Ces acides aminés sont situés dans le deuxième blade du domaine β-propeller, juste en 
amont d’un pont disulfure Cys138-Cys161, qui pourrait être probablement rompu. Le 













Figure 13. A) Effet de la transition c.571T>G mesurée par différents logiciels de prédiction in 
silico; B) Représentation du site cryptique d’épissage présent 4 pb en amont de la jonction exon-
intron du gène ITGA2B ; C) Représentation du résultat du séquençage de l’exon 4 du gène ITGA2B 
chez le patient GT57 montrant un remplacement T>G à l’état hétérozygote à la position c.571 
(flèche bleue); D) Les produits des PCR obtenus après transfection des minigènes montrent des 
amplicons de taille similaire; E) Le séquençage des transcrits retrouvent une délétion de 4 pb dans 
le minigène muté entraînant un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop 
prématuré.   
 
 
surface de ses plaquettes (Tableau III).  
La délétion c.550_625-35 induit un saut de l’exon 4 et une délétion de l’exon 5, 
conduisant à la perte de 72 résidus localisés dans les deuxième et troisième blades du β-
propeller.  
La variation c.2348+5G>C, présente dans l’intron 23 d’ITGA2B, pouvait induire la 
perte du site d’épissage natif et entraîner un saut de l’exon 23, tout en conservant le cadre 
de lecture du transcrit (Tableau V). De manière intéressante, cette variation, présente à 
l’état homozygote, concernait un patient atteint d’une TG de type II. La perte de 28 résidus 
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et l’insertion d’une arginine, induites par cette mutation, pourrait donc permettre 
l’association d’αIIb et β3 et son expression partielle à la surface des plaquettes. L’exon 23 
contient les acides aminés 756 à 783 de la sous-unité αIIb et nous avons supposé que ces 
résidus, présents dans les domaines calf-1 et calf-2 de la protéine, étaient importants, mais 
pas cruciaux pour la formation et la stabilité du complexe. L’analyse in vitro de l’effet de 
cette variation a donc été entreprise par minigène afin de confirmer tout d’abord 
l’hypothèse d’une anomalie de l’épissage. L’amplification par PCR des transcrits 
montraient clairement la synthèse d’un amplicon de taille diminué dans le minigène muté 
par rapport au minigène sauvage (Fig. 14 B) et le séquençage de ce fragment raccourci a 
confirmé qu’il y avait bien une délétion de l’exon 23 (Fig. 14 C). Afin de mieux 
comprendre et d’étudier l’effet de la délétion de cet exon sur la formation du complexe, 
nous avons exprimé celui-ci, après mutagénèse dirigée, dans des cellules Cos-7 (Fig. 15). 
L’expression du complexe à la surface des cellules Cos-7, mesurée par CMF, était quasi 
nulle et l’analyse par WB du contenu cellulaire montrait un blocage complet de maturation 
de la sous-unité αIIb induite par la délétion de l’exon 23 (Fig. 15 A et C). Ces résultats 
n’expliquent donc pas pourquoi il persistait chez le patient une expression résiduelle du 
complexe à la surface de ses plaquettes. En utilisant des primers spécifiques, nous avons 
vérifié s’il persistait une expression du transcrit normal dans le minigène muté, et celui-ci a 
été retrouvé à l’état de trace (Fig. 14D). Nous en avons alors déduit que probablement 
persistait une expression résiduelle d’un complexe normal dans les plaquettes du malade, 









Figure 14. Analyse in vitro de l’effet pathogène de la mutation c.2348+5G>C identifiée dans 
ITGA2B chez  un patient présentant une TG de type II. A/ Résultat du séquençage de l’ADN du 
patient révélant une transition homozygote c.2348+5G>C. B/ Après transfection des minigènes dans 
des cellules Cos-7, un produit de 219 pb a été observée pour la forme sauvage, alors que pour le 
minigène muté, un transcrit d’une taille plus courte était obtenue. C/ Séquençage du cDNA muté 
montrant une délétion de l’exon 23. D/ Á l’aide de primers spécifiques et par PCR en temps réel, 
nous avons mesuré semi-quantitativement l’expression des différents transcrits dans les minigènes. 
Courbe bleue. Transcrit normal amplifié avec des primers spécifiques des exons 22 et 24. Courbe 
rouge. Transcrit anormal amplifié à l’aide de primers spécifiques des exons 22 et 24. Courbes 
vertes. Transcrits normaux amplifiés à l’aide de primers spécifiques des exons 22 et 23, montrant 
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Figure 15. A) Analyse par cytométrie en flux de cellules Cos-7 transfectées. Les histogrammes 
représentent les résultats obtenus à partir de cellules Cos-7 transfectés avec les cDNA d’αIIb et β3 
(WT), avec le cDNA d’αIIb muté (∆E23 : délétion de l’exon 23) et le cDNA normal de β3, et enfin le 
cDNA muté de β3 (R63C) et le cDNA normal d’αIIb. Les MFI sont exprimés sous la forme de 
moyennes +/- e.t. (n= 3). B) Étude de la fonction du complexe, à l’aide de l’anticorps PAC-1, après 
activation par du Mn2+, montrant un défaut de fonction du complexe muté (β3R63C) ; C) 
Identification par Western-Blot des sous-unités αIIb et β3 dans des cellules Cos-7, en condition 
réduite ou non.  
 
 
Enfin, la dernière variation intronique c.777+1G>A, présente dans ITGB3, survenait 
en position +1 après l’exon 5.  Cette mutation pouvait entraîner un gain de 27 nucléotides à 
la suite de cet exon, et créer une insertion de neuf résidus 
 (p.Asp259_Glu260insMSLEDLECQ) dans le domaine β-I de la sous-unité β3, domaine 







































Figure 16. Analyse de l’effet sur l’épissage par une technique de minigène de la mutation c.1440-
13_c.1440-1del identifiée dans ITGA2B. A/ Résultat du séquençage de l’ADN d’un des patients 
retrouvant une délétion de 13 pb à l’état hétérozygote juste en amont de l’exon 15. B/ Produits 
d’amplification des transcrits générés dans les cellules Cos-7, retrouvant des tailles d’amplicons 
similaires. C/ Séquençage direct des cDNA obtenus montrant une délétion de deux pb dans le 
transcrit muté résultant de l’utilisation d’un site d’épissage cryptique.  
 
 
Délétion récurrente de 13 pb dans l’intron 14 d’ITGA2B. La variation génotypique la plus 
fréquemment retrouvée (7 familles) était une délétion intronique de 13 pb (c.1440- 
13_c.1440-1del) (Tableau III). Comme cette mutation concernait des patients d’origine  
différente, l’hypothèse la plus probable de son origine était celle d’un « hot spot » 
mutationnel. Dans un article précédemment publié, nous avions montré que cette mutation 
pouvait éventuellement affecter l’épissage du gène ITGA2B en activant un site 
normalement cryptique [88]. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé une 
technique par minigène sur cellules Cos-7 (Fig. 16). Les résultats montraient effectivement 
l’apparition d’un nouveau site d’épissage entraînant une délétion de 2 pb dans le transcrit 
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prématuré 105 résidus en aval, confirmant définitivement l’effet pathogène de cette 
variation récurrente. 
 
Mutations faux-sens (Tableau VI) 
  
Sur les 20 mutations faux-sens identifiées dans ITGA2B, 12 mutations concernaient 
le domaine β-propeller, une mutation se situait dans le domaine thigh, six mutations étaient 
localisées dans les domaines calf-1 et -2 et une mutation concernait le domaine 
cytoplasmique (Fig. 10, Tableau VI). Sur les 16 mutations identifiées dans ITGB3, toutes 
concernaient la partie extra-cellulaire de la protéine, avec quatre mutations dans les 
domaines PSI et hybrid, sept mutations dans le domaine β-I, quatre mutations dans les 
domaines EGF, et une mutation située au niveau du peptide signal. 
 
(a) Mutations concernant le domaine β-propeller d’αIIb. Nos résultats confirment que les 
mutations survenant dans ce domaine sont une cause fréquente de TG. Sur les 12 mutations 
identifiées, huit mutations n’avaient jamais été rapportées auparavant (Table VI). La 
plupart des mutations retrouvées dans ce domaine affectaient des structures très conservées 
de la protéine et la majorité des patients avaient une forme de type I de la maladie. 
Seulement, trois patients présentaient une forme de type II avec une expression résiduelle 
du complexe (GT11, GT18 and GT55). 
La figure 17 représente les modifications structurales induites par quelques 
mutations sélectionnées. La plupart des acides aminés impliqués concernaient des 
structures dont la modification  interférait avec l'organisation en feuillet β anti-parallèle des 







Figure 17. Modélisation 3 D représentant quelques mutations faux-sens présentes dans le domaine 
β-propeller, vu de face (région en contact avec le domaine domaine β-I de la sous-unité β3) (en haut) 
et de dos (en bas). Les feuillets β des blades sont représentés en bleu pâle, les motifs FG-GAP en 
vert clair et les sites de liaisons du Ca2+ en rouge foncé. Sur le côté gauche de la figure, sont 
représentés plus précisément les motifs FG-GAP et les sites de liaisons du Ca2+. Les cercles rouges 
au centre de la figure correspondent aux acides aminés substitués. Les changements structuraux 
induits par la Gly44Val (G13V), la Gly201Ser (G170S), l’Ala216Val (A185V) et la Gly321Trp 
(G290W) touchant des motifs FG-GAP sont présentés dans le haut de la figure. La G44V induit un 
encombrement stérique (disques rouges) responsable de la rupture de liaisons H (lignes pointillées). 
Des changements similaires sont observés pour la G201S, l’A216V et la G321W. La Val286Asp 
(V255D, au centre) survient dans le core du blade 4 et cette substitution autorise l’accès aux 
molécules d’eau (sphères bleues) qui rompt des liaisons H et entraîne des modifications importantes 
de la structure du β-propeller. La Gly401Cys (G370C) survient à proximité d’un site de liaison du 
Ca2+ comprenant quatre acides aspartiques (l’atome de calcium est représenté sous la forme d’une 
sphère grise) et le changement structural  entraîne la perte d’une liaison H. Les acides aminés 
engagés dans des liaisons H (lignes pointillées) apparaissent sous la forme de bâtonnets avec les 
atomes C en blanc, les atomes N en bleu, les atomes O en rouge et les atomes S en orange.    
 
 
l’Ala216Ser (A185S) et la Gly321Trp (G190W) concernaient des motifs « FG-GAP », 
empêchant l'interaction des sous-unités αIIb et β3.  
Le remplacement d'une glycine par une valine à la position 44 (G13V) provoque 
une interférence stérique empêchant les blades 1 et 7 d'interagir correctement entre eux, ce 
que nous avons confirmé par modélisation dynamique. En effet, celle-ci retrouvait une forte 
instabilité de l'intégrine induite par cette mutation, se traduisant par une augmentation 
importante des RMSD en présence de Ca2+ (Fig. 18).  
Les substitutions suivantes : Gly201Ser, Ala216Ser et Gly321Trp rompaient des 
liaisons hydrogènes indispensables à la structure des blades. En effet, les résidus 
hydrophobes sont présents en excès dans les blades, et plus particulièrement ceux situés au 
centre de la structure du β-propeller. L’exclusion des molécules d’eau permet de conserver 























Figure 18. (A) Vue sélective des blades 1 et 7 avec la chaîne latérale de la Gly44 (flèche). (B) Le 
remplacement d'une glycine par une valine à la position 44 (G13V) provoque une interférence 
stérique empêchant les blades 1 et 7 d'interagir entre eux et entraînant leur éloignement, alors qu’ils 
sont censés refermer la structure du β-propeller ; En (C) est représenté le RMSD (root mean square 
deviation, en Å) traduisant l’amplitude des mouvements de la protéine, et donc son instabilité, en 
fonction du temps (en ns) pour les formes sauvages (Gly44) en présence de Ca2+ ou non, ainsi que 
pour la forme mutée (Val44). 
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La mutation Val286Asp (V255D) introduit un élément plus polaire dans cet 
environnement hydrophobe provoquant la déstabilisation de la structure et augmentant 
notamment l’écart entre les blades 3 et 4 (Fig. 17). Ainsi, les molécules d’eau, qui ont accès 
à cette structure normalement protégée, vont déstabiliser les liaisons hydrogènes existantes. 
De façon surprenante, ce changement d’acide aminé n’apparaît pas comme délétère selon 
les logiciels de prédiction in silico que nous avons utilisés (Tableau VI). Cet acide aminé 
apparaît peu conservé entre les espèces, mais l’introduction d’un acide aspartique, dont 
l’écart physico-chimique avec la valine est très important, semble le plus déterminant.  
La mutation Val420Ala (V389A) a un effet similaire à la Val286Asp, mais cette 
fois-ci, ce sont les blades 6 et 7 qui sont repoussés.  
Enfin, concernant la Gly401Cys, le mécanisme pathogène est différent. En effet, ce 
changement d’acide aminé se situe au niveau d’un site de fixation du Ca2+ très conservé 
qu’elle va perturber en empêchant la formation d’une liaison hydrogène avec un acide 
aspartique.  
 
(b) Mutations affectant les domaines « thigh » et « calf » d’αIIb. Sur les sept mutations 
impliquant ces domaines, deux avaient déjà été rapportées dans la littérature : la Cys705Arg 
(C674R) et la Val934Phe (V903F). La majorité des patients de ce groupe présentaient une 
TG de type I. La figure 19 représente la modélisation de trois nouvelles mutations 
identifiées dans le domaine calf-2 : la Gly823Glu (Gly792Glu), la Leu955Gln (Leu924Gln) 
et la Thr984Lys (Thr953Lys).  
La glycine 823 se situe au niveau d’une boucle non-structurée de la protéine reliant 
deux feuillets constitutifs de calf -2. Son remplacement par un acide glutamique, qui est un 





















Figure 19. Représentation structurale de trois nouvelles mutations faux-sens identifiées dans le 
domaine calf-2. Les localisations des acides aminés concernés sont représentées par des cercles 
rouges. Les atomes C apparaissent en blanc, les atomes N en bleu, les atomes O en rouge et les 
atomes S en orange. Les encombrements stériques sont représentés par des disques rouges. Les 
acides aminés engagés dans des liaisons H (lignes pointillées) apparaissent sous la forme de 
bâtonnets. L’E823 écarte l’angle formé par les domaines calf-1 et -2 et augmente la distance avec 
l’E776. Á droite de la figure est représentée la structure en forme de tonneau du domaine calf-2, 
composé de 9 feuillets β anti-parallèles. La L995Q et la T984K entraînent la rupture d’un motif 
composé de cinq résidus polaires partageant des liaisons H dans une région très hydrophobe.  
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formé par ces deux domaines et provoque un  redressement de la partie distale du bras long 
d’αIIb.  
Les substitutions Leu955Gln et Thr985Lys surviennent à proximité d’une séquence 
conservée de cinq résidus polaires et organisés autour de liaisons hydrogènes. Ces 
mutations introduisent un encombrement stérique qui rompt ces liaisons hydrogènes et 
entraîne une perte de rigidité de la structure hydrophobe et en forme de « tonneau » du 
domaine calf-2.  
 
 (c) Mutations faux-sens affectant la sous-unité β3. Quinze mutations ont été identifiées au 
niveau de la partie extra-cellulaire de la protéine, alors qu’une mutation affectait le peptide 
signal (Fig. 10). Onze de ces mutations étaient nouvelles, l’Arg119Gln (Arg93Gln), la 
Leu222Pro (Leu196Pro), la Cys601Arg (Cys575Arg) et la Cys624Tyr (Cys598Tyr), ayant 
déjà été rapportées dans la littérature.  
 La mutation Arg63Cys (R37C), située dans le domaine PSI de la protéine et 
retrouvée chez un patient présentant un phénotype de type II (GT7), était particulièrement 
intéressante. Dans la structure tertiaire de la protéine, cet acide aminé polaire se situe à 
proximité de la Cys52, qui forme elle-même un pont disulfure avec la Cys75 (Fig. 20). 
L’introduction d’une cystéine à la position 63 de β3 rend possible la création d’un pont 
disulfure avec la Cys52, un réarrangement qui briserait une boucle essentielle à la structure 
du domaine PSI (Fig. 20). Afin d’évaluer l’effet de cette mutation sur la biogénèse du 
complexe αIIbβ3, nous avons co-transfecté transitoirement des cellules Cos-7 avec du cDNA 
normal codant pour αIIb et du cDNA muté codant pour β3. L’analyse par cytométrie en flux 
des cellules transfectées montrait une réduction de 85% de l’expression du complexe par 
rapport à la normale (Fig. 15A). D’autre part, après activation du complexe par l’addition 
de MnCl2, nous n’avons pas mis en évidence de fixation de PAC-1, suggérant que ce  
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Figure 20. Représentation structurale de certaines mutations faux-sens identifiées dans la partie extra-
cellulaire de β3. Les résidus du domaine SyMBS sont représentés en jaune, ceux du MIDAS en vert olive et 
ceux de l’ADMIDAS en marron. Les atomes de Ca2+ et de Mg2+ sont représentés respectivement sous la 
forme de sphère grise et de sphère bleu pâle. L’Arg63Cys (R37C), situé dans le domaine PSI, est localisé à 
proximité de cystéines intervenant dans des ponts disulfures essentielles à la structure de β3. L’introduction 
d’une cystéine à la position 63 rend possible la formation d’un pont disulfure avec la Cys52. L’Arg131Pro 
(R105P) et la Leu118His (L92H) sont localisées dans le domaine hybrid. L’Arg131Pro introduit une déviation 
au niveau du segment qui relie le domaine β-I. La Leu118His intervient sur la structure en tonneau du 
domaine hybrid. Les résidus hydrophobes orientés vers le centre de cette structure sont représentés en blanc 
sur la figure. La Leu118His introduit un acide aminé polaire au sein de cet environnement hydrophobe et 
provoque un encombrement stérique, qui donne accès aux molécules d’eau. L’Asp314Tyr (D288Y) et la 
Pro189Ser (P163S) ont un impact sur l’Arg261 de β3 (représentée sous la forme de sphères vert foncées), un 
résidu qui s’insère au cœur de la structure du β-propeller d’αIIb, et dont l’interaction est essentielle à la 
biogénèse du complexe. L’Asp314Tyr entraîne un encombrement stérique qui repousse la petite hélice qui 
porte l’Arg261, tandis que la Pro189Ser a une interaction directe avec ce résidu. La Gly297Arg (G271R) 
introduit également un encombrement stérique. La Tyr344Ser (Y318S) appartient au site de coordination des 
ions du domaine β-I. Le remplacement de la Tyr344 par une serine plus petite entraîne la perte d’une liaison 
H structurante (ligne pointillée) avec l’Ala252 (Ala226) en contact avec l’Asp251 (Asp225) du site MIDAS. 
Les acides aminés engagés dans des liaisons H (lignes pointillées) apparaissent sous la forme de bâtonnets 
avec les atomes C en blanc, les atomes N en bleu, les atomes O en rouge et les atomes S en orange. Les 
encombrements stériques sont représentés par des disques rouges. 
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complexe exprimé de manière résiduelle n’était pas fonctionnel (Fig. 15B). Enfin, l’analyse 
par WB montrait un excès de la forme immature d’αIIb (pro-αIIb), témoignant d’un blocage 
de maturation du complexe induit par l’introduction d’une cystéine à la position 63 de β3 
(Fig. 15C). Au total, ces résultats confirment bien l’effet délétère de cette mutation sur la 
biogénèse et la fonction du complexe, et sont totalement compatibles avec le phénotype du 
patient.  
Le domaine « hybrid » de β3 est constitué de feuillets β organisés en « tonneau » 
avec la majorité des acides aminés hydrophobes le constituant orientés vers l’intérieur de la 
structure (Fig. 20). Deux mutations nouvellement décrites affectaient ce domaine et leur 
modélisation 3D est représentée sur la figure 20. La Lys118His (L92H) provoque une 
instabilité de la structure en créant un encombrement stérique, mais aussi en perturbant 
l’environnement hydrophobe de ce domaine. L’Arg131 (R105) se situe à l’extrémité d’un 
feuillet β localisé au sommet du domaine hybrid. Son remplacement par une proline 
entraîne une déviation qui survient juste en amont d’un segment qui relie le domaine β-I de 
β3, domaine essentiel à l’interaction des deux sous-unités.      
 Par ailleurs, six nouvelles mutations ont été mises en évidence dans le domaine β-I 
de β3. Parmi-elles, la mutation Pro189Ser (P163S) a un impact direct sur le résidu Arg287 
(R261) de β3 qui, en pénétrant dans le core de la sous-unité αIIb, est un acide aminé essentiel 
à l’interaction des deux sous-unités (Fig. 20). La mutation Asp314Tyr perturbe la petite 
hélice qui porte le résidu β3Arg287, dont l’importance vient d’être évoquée. La mutation 
Tyr344Ser concerne un acide aminé qui se situe à proximité du site MIDAS et qui interagit 
avec l’Asp277 par l’intermédiaire de liaisons hydrogènes. Le remplacement de la Tyr344 
par une sérine provoque la rupture de ces liaisons, rendant le site MIDAS instable. Enfin, la 
mutaion Gly297Arg (G271R) introduit un encombrement stérique important au sein de la 
structure conservée de β-I. 
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Les domaines EGF de β3 constituent également des structures où surviennent assez 
fréquemment des mutations faux-sens. Plus précisément, deux nouvelles mutations ont été 
identifiées dans le domaine EGF-3 : la Gly566Asp et l’Asp578Asn. Ces deux résidus, très 
conservés entre les espèces, sont situés à proximité de cystéines engagées dans des ponts 
disulfures (Fig. 21). Leur remplacement par un autre acide aminé pourrait rompre ces 













Figure 21. Alignement de séquences de β3 à l’aide du logiciel M-Coffee montrant la 
très forte conservation des acides aminés entre les espèces. En bleu, sont représentés 





Recherche de  grands réarrangements génomiques           
 
 Un des éléments de notre travail a consisté à rechercher des grands remaniements 
génomiques chez les patients pour lesquels nous n’avions pas mis en évidence de mutations 
ou pour ceux pour lesquels nous n’avions mis en évidence qu’une seule mutation 
hétérozygote par la technique de Sanger. Les résultats obtenus sont présentés dans le 
tableau III. Ils montrent que nous avons retrouvé deux grandes délétions à l’état 
hétérozygote pour les patients GT54 et GT68, ainsi qu’une duplication homozygote des 
exons 3 à 12 dans le gène ITGA2B pour le patient GT28. Malheureusement, pour ces trois 
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patients, nous n’avons pas pu vérifier la ségrégation familiale des mutations, l’ADN des 
apparentés n’étant pas accessibles.  
  
 
4.3 CORRÉLATION GÉNOTYPE-PHÉNOTYPE 
 
Malheureusement, dans notre étude, aucun groupe de mutations n’a pu être associé 
de façon évidente à un phénotype hémorragique particulier. En revanche, sur les 15 patients 
bénéficiant d’un génotypage complet et pour lesquels des anticorps anti-αIIbβ3 avaient été 
identifiés, 11 (73%) présentaient des mutations tronquantes ou des mutations faux-sens 
interférant avec l’association des deux sous-unités, conduisant très probablement à leur 
dégradation rapide. Ces résultats rejoignent ceux que nous avons rapportés dans un article 
publié dans le journal Haemophilia en 2012 et qui faisait l’objet du second objectif de cette 




Dans notre laboratoire, entre 1991 et 2011, nous avons spécifiquement recherché la 
présence d’anticorps anti-αIIbβ3 chez 24 patients atteints de TG. La majorité d'entre eux 
appartenaient à la communauté des Manouches (16/24 ; 67%), comme cela est souvent le 
cas en France. Ces patients sont porteurs d’une même mutation (c.1544+G>A) présente 
dans ITGA2B [18, 19]. Cette mutation est responsable d’un épissage cryptique entraînant un 
décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop prématuré, empêchant 
l’expression du complexe αIIbβ3. Dans cette étude, nous avons montré que 81% des patients 
Manouches avaient développé des anticorps anti-αIIbβ3. Ce taux est extrêmement élevé si on 
le rapporte aux résultats des deux études précédemment publiées sur le sujet [77, 78], où la 
survenue de ces anticorps variaient entre 13% et 39%. Pour certains de nos patients 
Manouches, nous avons pu analyser le nombre de transfusions plaquettaires administrées 
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avant l’apparition de ces anticorps et, dans la majorité des cas, celui-ci était faible. Par 
exemple, pour deux patients Manouches, une seule transfusion plaquettaire avait été 
suffisante pour induire une réponse immunitaire, suggérant qu’il n’est pas nécessaire d’être 
fortement exposé aux concentrés de plaquettes pour développer des anticorps dirigés contre 
le complexe αIIbβ3. De plus, un autre patient s’était immunisé seulement huit jours après 
avoir reçu des plaquettes, délai compatible avec l’apparition d’une réponse immunitaire 
naturelle. Tous ces résultats suggèrent que les patients Manouches sont fortement 
susceptibles de développer des anticorps anti-αIIbβ3 en cas de transfusions plaquettaires. 
Cependant, bien que ces patients soient porteurs d’une même mutation, l’intensité et la 
persistance des anticorps au cours du temps pouvaient varier d’un patient à l’autre, 
suggérant que d’autres facteurs environnementaux (bactéries, virus) ou génétiques 
(complexes majeurs d’histocompatibilité, autres gènes) pourraient jouer un rôle important 
dans la constitution de cette réponse immunitaire. 
En revanche, seulement deux des huit patients (25%) porteurs d’autres mutations 
avaient développé des anticorps anti-αIIbβ3 dans notre série de cas, ce qui est comparable 
aux études précédemment décrites. Nous avons observé la formation de ces anticorps chez 
deux femmes présentant une maladie de type I. La première était porteuse d’une mutation 
faux-sens homozygote (P189S) dans ITGB3 et avait été multi-transfusée. La seconde 
patiente était la seule à être porteuse de deux mutations non-sens et elle s’était fortement 
immunisée après avoir reçu uniquement un concentré plaquettaire 12 jours auparvant.  
Ces résultats, bien qu’ils concernent un nombre limité de patients, montrent que les 
mutations tronquantes pourraient constituer un facteur de risque non négligeable de 



















La thrombasthénie de Glanzmann est la plus fréquente des thrombopathies 
constitutionnelles. C’est une maladie hémorragique sévère et dans la majorité des cas, les 
symptômes sont présents dès la naissance. La plupart des patients inclus dans notre série 
internationale présentaient les critères diagnostiques classiques de la TG. Quelques rares 
cas de patients avaient une expression résiduelle du complexe et des profils d’agrégation 
plaquettaire très perturbés, permettant leur classification dans les formes variantes de la 
maladie.  Cinquante huit familles (76%), sur les 76 inclues, présentaient une forme de type 
I de la maladie, dix familles (12%) présentaient une forme de type II et sept familles (10%) 
présentaient une forme variante; une famille n'ayant pas pu être caractérisée. Le séquençage 
des deux gènes par la technique de Sanger a pu fournir un diagnostic génotypique complet 
pour 57 familles (75%). Les patients pour lesquels une seule ou aucune mutation n'avait été 
retrouvée ont été étudiés dans un second temps par la recherche de grands réarrangements 
génomiques. Celle-ci a permis d'étendre le diagnostic génotypique pour trois autres patients 
et c'est donc 60 patients (79%) au total qui ont pu bénéficier d'un diagnostic génétique 
complet. Cependant, dans cette maladie, la mise en évidence de grands réarrangements 
génomiques reste un phénomène isolé et quelques rares cas ont été décrits auparavant [89-
92]. Cette grande étude internationale a été l’occasion de mettre en place cette technique 
dans le centre de Lyon où nous la réalisons encore maintenant pour des patients chez 
lesquels le séquençage classique n’a pas permis d’aller au bout du diagnostic génétique.   
Après étude des grands réarrangements, 16 familles n’ont pas pu obtenir de 
diagnostic génétique définitif, soit parce qu’une seule mutation avait été retrouvée (cinq 
patients), soit parce qu’aucune mutation n’avait été mise en évidence (11 patients). Pour 
expliquer ces résultats, les hypothèses que nous retenons sont les suivantes : (i) les 
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variations génétiques responsables se situaient dans des régions non séquencées, comme 
des régions introniques profondes ou des régions régulatrices des gènes ; ou (ii) le gène 
responsable de la maladie n’était ni ITGA2B, ni ITGB3. Cette dernière hypothèse a pu être 
observée pour deux patients (GT2 et GT4), qui présentaient une forme variante de la 
maladie et pour lesquels une seule mutation (GT4), voire aucune (GT2), n’avait été 
identifiée. Ces patients ont fait l'objet d'investigations supplémentaires réalisées par 
l’équipe du Pr MC Alessi à Marseille. Le premier malade (GT4) était un patient issu de la 
communauté des Manouches pour lequel, nous avions effectivement retrouvé la mutation 
gitane, mais uniquement à l'état hétérozygote. Cette mutation isolée ne pouvait donc pas à 
elle seule expliquer le phénotype plaquettaire du patient. D’autre part, il présentait de façon 
associée un déficit immunitaire qui restait inexpliqué. Cette association phénotypique 
(thrombopathie et déficit immunitaire) se rencontre dans une forme particulière de maladie 
plaquettaire qui touche la kindlin-3, une protéine qui interagit avec le complexe αIIbβ3, 
nécessaire à sa fonction de signalisation plaquettaire, mais aussi avec des intégrines 
leucocytaires. Très rapidement, cette hypothèse a été vérifiée et confirmée par la mise en 
évidence de l’absence de cette protéine dans les plaquettes du patient, rendant ainsi le 
complexe αIIbβ3 non fonctionnel malgré son expression résiduelle à la surface plaquettaire 
[50]. L’étude du gène FERMT3, qui code pour cette protéine, a permis de mettre en 
évidence une mutation homozygote du site accepteur d'épissage de l'exon 3, conduisant à 
une anomalie de l’épissage, un décalage du cadre de lecture et l'apparition d'un codon stop 
prématuré. Concernant le second patient (GT2), pour lequel aucune mutation n’avait été 
mise en évidence, un séquençage d’exomes de différents membres de la famille a été 
entrepris. Ceci a permis de mettre en évidence une mutation faux-sens à l’état homozygote 
(Gly248Trp) dans le gène RASGRP2, qui code pour la protéine CALDAG-GEFI, une 
protéine d’échange de nucléotide guanilyque activant la protéine Rap1, elle-même 
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nécessaire à l’activation d’αIIbβ3 [93]. Au total, ces deux travaux ont permis de confirmer 
que des défauts d'activation du récepteur αIIbβ3 (Inside-Out signaling) peuvent être 
responsables de phénotypes très similaires à ceux de la TG et devant des formes variantes 
de la maladie, si aucune mutation n’est identifiée dans les gènes ITGA2B et ITGB3, il faut 
envisager d’étudier des gènes impliqués dans la fonction de l’intégrine. 
Concernant le spectre mutationnel des gènes ITGA2B et ITGB3, nous avons pu 
observer que les mutations ponctuelles se répartissaient globalement de la manière 
suivante: la moitié des mutations étaient des mutations faux-sens et l’autre moitié, répartie 
de manière égale, était des mutations tronquantes ou des mutations affectant l’épissage. 
Parmi les mutations affectant l’épissage, nous avons pu constater que la délétion intronique 
c.1440-13_c.1440-1 était une mutation récurrente. En effet, nous l'avons observé chez sept 
familles provenant de trois pays européens différents (GT21, GT49, GT64, GT67 et GT74, 
France; GT10, Italie; GT36, Espagne). Notamment, pour la famille d’origine espagnole, 
cette mutation a été détectée chez tous les membres atteints (GT36a, GT36b et GT36c), 
suggérant fortement son association à la maladie. D’autre part, dans notre étude, nous avons 
montré par minigène que cette délétion était bien délétère. Bien que la nomenclature 
associée à cette mutation était légèrement différente de la nôtre, cette délétion est très 
certainement celle déjà rapportée par Jallu et al. [86] chez des patients du Nord-Ouest de la 
France, confirmant la récurrence de cette mutation au sein des patients Glanzmann. 
L’hypothèse d'une mutation fondatrice reste peu probable, devant la présence de celle-ci 
chez des patients d'origine très différente. Cependant, il serait intéressant de le vérifier, en 
étudiant notamment les polymorphismes associés à celle-ci, présents en amont et en aval 
sur le même chromosome 17, à la recherche d’un haplotype commun. En effet, nous 
l’avons déjà fait pour démontrer que la mutation gitane, retrouvée chez différentes familles 
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Manouches, provenait bien d’un ancêtre commun, dont nous avons pu dater l’origine au 
XVII-XVIIIème siècle [5].  
L’analyse attentive des mutations identifiées dans ce travail a permis de confirmer 
que des mutations exoniques survenant à proximité de jonction exon-intron étaient une 
cause possible d’altération de l’épissage dans la TG. C’était le cas pour trois mutations, 
dont deux variations avaient déjà été rapportées et étudiées auparavant. La variation 
c.1878G>C située dans l’exon 18 d’ITGA2B entraînait un saut de l’exon 18 et la variation 
c.1260G>A située dans l’exon 9 d’ITGB3 provoquait un saut de l’exon 9 [86, 87]. La 
variation c.571T>G, nouvellement identifiée et présente dans l’exon 4 d’ITGA2B, code 
pour un remplacement d’acide aminé de la phénylalanine à la position 191 par une valine. 
Les logiciels de prédiction faisaient de cette substitution d’acides aminés, une variation non 
pathogène, ce qui nous a amené à nous interroger sur le mécanisme physiopathologique de 
cette variation, située par ailleurs à proximité d’une jonction intron-exon. Les logiciels de 
prédiction d’épissage montraient effectivement, l’utilisation possible d’un site cryptique à 
cette position, ce que nous avons finalement confirmé par minigène. Bien que ce résultat 
montre, comme les mutations précédemment rapportées, que des mutations exoniques 
peuvent avoir un impact sur l’épissage,  le mécanisme mis en jeu était légèrement différent 
dans la mesure où dans notre cas, il n’y avait pas de saut d’exon, mais utilisation d’un site 
cryptique situé 4 pb en amont.  
Á l'exception des groupes ethniques, notre étude confirme que la majorité des 
familles présentaient des mutations qui leur étaient propres. Ce travail nous a donc permis 
d'identifier 57 nouvelles variations génétiques associées à cette maladie, étendant ainsi son 
spectre mutationnel. Parmi elles, notre intérêt s'est particulièrement focalisé sur les 
mutations faux-sens. La majorité d’entre-elles (54%) survenait dans le domaine β-propeller 
d’αIIb ou le domaine β-I de β3, alors que ces deux régions protéiques constituent moins de la 
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moitié des acides aminés du complexe. Ce n’est pas surprenant quand on sait que ces deux 
domaines ultra-conservés constituent l’interface principale entre les deux sous-unités. En 
effet, ces deux domaines vont s’associer pour former la tête du complexe protéique, 
notamment grâce à l’Arg261 de β3 qui va venir pénétrer dans le core du β-propeller d’αIIb à 
travers une poche essentiellement constituée d’acides aminés aromatiques.
 
La majorité des 
mutations survenant dans ces deux domaines entraînent soit un défaut de formation du 
complexe, soit un blocage de maturation de celui-ci et de son trafic intra-cellulaire [94, 95]. 
Afin de mieux caractériser les mutations nouvellement identifiées dans ces domaines, notre 
approche a consisté à étudier par modélisation leur impact sur la structure tridimensionnelle 
du complexe. Le domaine β-propeller d’αIIb est composé de 7 "pâles d'hélices", appelées 
"blade", organisées en quatre feuillets bêta anti-parallèles et reliés entre eux par des 
boucles, comportant les motifs « FG-GAP ». La répétition des motifs "FG-GAP" jouent un 
rôle clé dans cette organisation structurale des blades, ainsi que les quatre sites de fixation 
du calcium qui sont présents à la surface du domaine (blades 4 à 7). Dans la majorité des 
cas, les mutations retrouvées dans notre étude concernaient des motifs FG-GAP ou des sites 
de fixation du Ca2+, où elles rompaient des liaisons hydrogènes essentielles à la structure de 
ces régions.  
Le domaine β-I comprend six feuillets β centraux, entourés de huit hélices α. Il 
contient les sites bien connus  : MIDAS, ADMIDAS et SyMBS [16].  Nous avons identifié 
sept mutations dans ce domaine, pour la plupart associées à une forme de type I ou II de 
TG, et une seule fois à une forme variante. Finalement, les mutations survenant dans le 
domaine β−I pouvaient être diversement associées à des anomalies quantitatives ou 
qualitatives d’αIIbβ3. Les mutations faux-sens P189S, D314Y et Y344S étaient toutes trois 
associées à une forme de type I de la maladie. Les deux résidus P189 et D314 sont 




tertiaire. Cet acide aminé est essentiel à l’association des deux sous-unités et 
toutes mutations affectant sa position est fortement pathogène. L’Y344 se situe à proximité 
du site MIDAS, dont on connaît le rôle essentiel dans la fonction de l’intégrine. C’est au 
niveau de ce site qu’a été identifiée la mutation D119Y chez un patient présentant une 
forme variante de la maladie [96], mais la mutation Y344S était associée à une forme de 
type I. Ceci confirme que ce site joue également un rôle essentiel dans la formation du 
complexe et pas uniquement dans sa fonction.  
Au niveau de la sous-unité αIIb, nous avons pu observer que le domaine calf-2 était 
une région protéique où survenait également assez fréquemment des mutations faux-sens. 
Sa structure est moins bien connue que celle du domaine β-propeller et les mutations faux-
sens identifiées dans notre étude apporte donc des informations essentielles à la 
compréhension de son organisation. Ce domaine, situé juste en amont de la partie 
transmembranaire de la protéine, est constitué de feuillets β anti-parallèle organisés sous la 
forme d’un « tonneau ». Sa structure est maintenue en partie grâce à cinq résidus polaires, 
très conservés, et reliés entre eux par des liaisons hydrogènes. Le remplacement de la L955 
ou de la T984, situées à proximité de ce réseau de liaisons, crée une instabilité au niveau de 
la structure dont la rigidité assure normalement la stabilisation du complexe à la surface 
membranaire. Les études précédemment publiées montraient que des mutations faux-sens 
survenant dans le domaine calf-2 n'empêchaient pas la formation du complexe, mais 
retardaient sa maturation [97, 98].  
Á l’exception d’une mutation située au niveau du peptide signal, toutes les 
mutations retrouvées dans β3, concernaient la partie extra-cellulaire de la protéine avec pour 
principal effet d’empêcher la biogénèse du complexe. La mutation c.187C>T, responsable 
du remplacement d’une arginine à la position 63 par une cystéine, est située dans le 
domaine PSI de la protéine. Jusqu’à présent seules trois mutations faux-sens ont été décrites 
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dans ce domaine et dans tous les cas, il s’agissait de résidus cystéine. La co-transfection 
transitoire du cDNA muté de β3 et du cDNA normal d’αIIb a permis de montrer que 
l’Arg63Cys reproduisait un phénotype de TG de type II puisque nous avons pu détecter par 
cytométrie en flux une expression résiduelle à la surface des cellules Cos-7 de l’ordre de 
15%. Le Western-Blot montrait un retard de maturation de la sous-unité αIIb probablement 
en lien avec la rupture d’un pont disulfure C52-C75 présent dans β3. Cette anomalie 
structurale du domaine PSI empêchait donc le complexe αIIbβ3 de maturer normalement et 
entraînait sa rétention intra-cellulaire, confirmant l’importance de ce domaine dans la 
biogénèse du complexe. 
En aval du domaine PSI se trouve le domaine hybrid de β3, composé de feuillets β  
organisés sous la forme d’un « tonneau » avec des acides aminés hydrophobes orientés vers 
le centre de la structure. Parmi les mutations mises en évidence dans notre étude, la 
Lys118His, l’Arg119Gln et l’Arg131Pro, interféraient toutes avec l’expression du 
complexe, rompant des liaisons hydrogènes essentielles à la structure de ce domaine. Plus 
particulièrement, l’Arg131Pro située sur le bord supérieur du domaine hybrid introduisait 
une courbure juste en amont du segment qui relie le domaine β-I, confirmant l’importance 
de la conformation originelle du domaine hybrid, nécessaire à la biosynthèse normale 
d’αIIbβ3.  
 Un point essentiel est à noter concernant nos résultats. Aucune nouvelle mutation 
dans les domaines transmembranaires ou intra-cytoplasmiques du complexe n’a été mise en 
évidence. Cependant, aucune mutation n’a jamais été rapportée jusqu’à présent dans le 
domaine transmembranaire. En revanche, cela est plus surprenant pour le domaine intra-
cytoplasmique, car quelques mutations ont déjà été décrites. Ces mutations peuvent être 
associées à des formes variantes de la maladie [99]. Dans notre étude, seulement sept 
patients présentaient une forme variante de TG. Cette forme est peut-être la plus 
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intéressante à aborder car elle peut permettre de mieux comprendre les mécanismes 
fonctionnels de l’intégrine. Malheureusement, sur les sept patients inclus, une seule 
mutation a été nouvellement identifiée et celle-ci a été retrouvée de manière isolée (1 seul 
allèle muté), ne permettant pas de tirer de réelles conclusions sur son implication dans la 
fonction de l’intégrine. Au total, notre travail apporte donc essentiellement des 
informations sur la structure du complexe αIIbβ3, plus que sur les mécanismes fonctionnels 
de celui-ci. 
 
 Bien que la sous-unité β3 soit exprimée dans des tissus largement différents, 
finalement, c’est le phénotype hémorragique qui reste le plus déterminant dans la TG. 
Malheureusement, notre travail n’a pas permis de mettre en évidence d’association évidente 
entre le génotype des patients et leur phénotype hémorragique. En revanche, dans un travail 
parallèle que nous avons effectué sur 24 patients, dont le génotype était bien identifié, nous 
avons pu montrer une corrélation entre certaines mutations et le développement d’anticorps 
anti-αIIbβ3. Sur la base d'une revue de la littérature, Kashiwagi et al. ont également rapporté 
que la plupart des mutations (7/8) associées à la présence d’anticorps anti-αIIbβ3, étaient des 
mutations tronquantes [65, 73]. L’exception concernait un patient homozygote pour une 
mutation faux-sens qui avait développé des anticorps après avoir été massivement transfusé 
en plaquettes. Dans notre étude, un des patients porteurs d’une mutation faux-sens avaient 
également été fortement transfusés avant de développer des anticorps. Nos résultats sont 
donc en accord avec ceux précédemment rapportés et confirment que les mutations 
tronquantes constituent un facteur de risque non négligeable de développer des anticorps 
anti-αIIbβ3. En revanche, les patients présentant une forme de type II ou une forme variante 
ont peu de chance de s’immuniser au regard de l’expression résiduelle de l’intégrine dans 
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leurs plaquettes. En effet, dans notre étude, aucun des patients présentant une de ces formes 
ne s’était immunisé malgré le fait que tous avaient été transfusés à plusieurs reprises.  
Les anticorps anti-plaquettes ont la capacité d’accélérer la clairance des plaquettes 
transfusées, mais aussi dans certains cas, d’inhiber leur fonction en bloquant le site de 
liaison du récepteur αIIbβ3 [69]. Dans notre étude, nous avons pu mettre en évidence cet 
effet inhibiteur chez un seul patient sur les trois testés, ce qui est beaucoup trop limité pour 
en tirer des conclusions. Il reste encore un certain nombre d’énigmes concernant la 
physiologie de ces anticorps, notamment en termes de spécificité et de pouvoir d’inhibition. 
Ceci souligne l’importance de mettre en place des études plus larges, incluant un plus grand 
nombre de patients, afin de mieux comprendre les mécanismes de l'impact de ces anticorps 
[100]. L’étude des facteurs de risque environnementaux et génétiques impliqués dans la 
survenue de ces anticorps sont des éléments essentiels à la mise en place de thérapie ciblée 
chez ces patients. Depuis 2004, le facteur VII activé recombinant (Novoseven, Novo 
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) a obtenu l’Autorisation de Mise sur le Marché pour le 
traitement des patients Glanzmann présentant des anticorps anti-plaquettes associés à une 
inefficacité des transfusions plaquettaires. Sur la base des résultats de notre travail, un 
algorithme décisionnel a pu être proposé pour la prise en charge de ces patients. Chez ceux 
présentant une forme de type II ou variante, les transfusions plaquettaires restent le 
traitement de référence. En revanche, chez les patients présentant une maladie de type I, le 
rFVIIa constitue une bonne alternative thérapeutique, et plus particulièrement pour ceux 
présentant des mutations tronquantes [77].  
Finalement, probablement que l’identification d’autres facteurs génétiques, comme 
c’est le cas dans l’hémophilie, permettront de mieux évaluer le risque d’apparition de ces 
anticorps au cours du temps. La perspective serait d’inclure un plus grand nombre de 
patients. En France, on estime qu’il existe environ 300 cas de TG, et l’inclusion d’une 
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centaine de cas permettraient de mieux apprécier cette réelle association. D’autre part, 
l’inclusion d’un grand nombre de patients pourrait permettre d’évaluer d’autres facteurs 
génétiques avec des poids plus modestes, au sein de gènes de l’immunité par exemple. 
Actuellement, le développement des techniques de séquençage haut débit est tel que le 
nombre de patients à génotyper n’est plus une limite en soi. Ce projet aurait le deuxième 
avantage d’étendre encore plus, le spectre mutationnel de cette maladie et ainsi, de mieux 
appréhender, la relation structure-fonction de la principale intégrine plaquettaire. 
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